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CaCl2              calcium chloride 
CHAPS  3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate 
CL            1,1',2,2'-tetraoleoyl cardiolipin 
D-Ala-D-Ala    D-alanyl-D-alanine 
D-Ala-D-Lac    D-alanyl-D-lactate 
DMSO  dimethyl sulfoxide 
EDC          N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
HCl  hydrochloric acid 
IC50              50 % inhibitory concentration 
IC80              80 % inhibitory concentration 
K             affinity constant (for “two-state reaction model”) 
KA  equilibrium association constant 
KD  equilibrium dissociation constant 
ka  association rate constant 
kd  dissociation rate constant 
L-Ala-L-Ala    L-alanyl-L-alanine 
MIC          minimum inhibitory concentration 
MRSA  methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
NaCl          sodium chloride 
NaOH         sodium hydroxide 
NHS          N-hydroxysuccinimide 
PBS  phosphate buffered saline 
PC  phosphatidyl choline 
PE  phosphatidyl ethanolamine 
POPC  1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholine 
POPE  1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylethanolamine 
POPG  1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylglycerol 
RP            relative potency 
RSD  relative standard deviation             
RU  response unit 
SD  standard deviation 
SPR  surface plasmon resonance 
T3            3,3’,5-triiodo-L-thyronine 
v 
 
T4            L-thyroxine 
TBG          thyroid binding globulin 
TRH          thyrotropin-releasing hormone 
TSH          thyroid stimulating hormone 
TTR          transthyretin 


























immunosorbent assay 法， radioimmunoassay 法，蛍光相関分光法や超遠心分析法
などが用いられる．また，等温滴定型カロリメーターでは，相互作用によって
出入りする熱量が評価でき，熱力学的パラメータに基づき分子間の結合様式の
















化をとらえている (図  1)．分子の固定化されていない側の金膜表面に光を全反
射させると反射光の一部は暗くなる（強度が低下する）現象が起きる．この光
の暗い部分は、センサーチップ表面の質量変化に応じて、角度が変化する．セ








定機器では，ホルモンや 100 Da 程度の低分子化合物でも測定できることが特徴
である．   
実際の相互作用測定では，センサーチップ上の質量変化が，図 2 に示したセ
ンサーグラムに変換され出力される．横軸は時間，縦軸は質量変化（単位は
























図 2. センサーチップ上における質量変化のセンサーグラムへの変換  
 
図 1. SPR システムの原理  
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 本研究では，分子間相互作用解析装置 Biacore を用いて，第 1 章では薬剤の
薬効メカニズム解明を実施した．抗菌薬の標的細菌の細胞膜への結合特性評価
を目的に， vancomycin とその類似化合物をはじめとする抗菌化合物の lipid II
末 端 ジ ペ プ チ ド リ ガ ン ド 類  (D-alanyl-D-alanine ， L-alanyl-L-alanine ，
D-alanyl-D-lactate，control) (図  3)に対する親和性評価系を構築した 11)．さらに，
vancomycin 類の結合定数と最小発育阻止濃度  (minimum inhibitory concentration , 
MIC) を比較し，vancomycin 類の l ipid II 末端ジペプチドリガンド類に対する親
和性と抗菌活性との関係を考察した．また， vancomycin 類以外の抗菌薬  
(teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び daptomycin) における lipid II 末端ジペ
プチド類への親和性評価及び抗菌活性から，抗菌薬の結合選択性を評価した（第
1 節） 11)．第 2 節では抗菌薬の脂質膜への結合特性評価を目的に，  vancomycin
とその類似化合物をはじめとする抗菌化合物のモデル脂質膜  (哺乳動物細胞膜，
グラム陽性菌細胞膜，グラム陰性菌細胞膜モデル ) に対する親和性評価系を構
築した 12)．Vancomycin 類の vancomycin 感受性菌及び vancomycin 耐性菌に対す
る薬理活性メカニズムを解明するため，第 1 節で得られた vancomycin 類の lipid 
II 末端ジペプチド類への親和性評価結果及び MIC 結果に加えて，脂質膜への親
和性結果を組み合せて考察した．第 3 節では構築した抗菌薬の脂質膜に対する












       
 
       
 
       
 


































































 Vancomycin (図  4) は細菌細胞壁の構成成分の一部である lipid II の末端ジペ
プチド  (D-alanyl-D-alanine) に選択的に結合することで，細胞壁の合成を阻害し，
抗菌活性を示すことが知られている  (図  5)15 -19)．ちなみに，vancomycin は細胞
壁合成酵素の基質となる lipid II 末端ジペプチドに結合することで細胞壁合成
に必要な糖転移反応やペプチド転移反応を阻害することがわかっている 15-19)．
また，vancomycin はグラム陽性菌に対する殺菌作用や腸球菌に対する静菌作用
を 有 す る ほ か ， メ チ シ リ ン 耐 性 黄 色 ブ ド ウ 球 菌  (methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus ,  MRSA) に対する強力な殺菌作用を示すグリコペプチド
系抗菌薬として広く感染症治療薬として用いられている 20)．しかし，vancomycin
耐 性 菌 の 細 菌 細 胞 壁 で は ， lipid II 末 端 の ジ ペ プ チ ド の 化 学 構 造 が
D-alanyl-D-alanine から D-alanyl-D-lactate に変異しているため 21 ,  22 )，vancomycin
は結合できず，薬理活性が認められないことがわかっている 21 ,  22 )．  
 これまでに，様々な vancomycin 類似化合物が合成され，多くの研究が実施さ
れている 23-26)．Van-M-02 (図  4) は vancomycin 耐性腸球菌  (vancomycin-resistant 
enterococci, VRE) を 含 む グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 し て 抗 菌 活 性 を 持 つ 23) ．
N-Van-M-02 (図  4) は，Van-M-02 における D-alanyl-D-alanine 認識部位への寄
与を評価するために， D-alanyl-D-alanine 認識部位（N 末端）を欠損させた化合
物である 23 )．Dimer 1 及び Dimer 2 (図  4) は vancomycin 耐性菌に対して強い薬
理活性を示す vancomycin のダイマーとして合成された 24-26)．  
 本研究では  SPR による薬剤の分子間相互作用評価研究の一環として，第 1
節では抗菌薬の lipid II への結合特性評価を目的に，SPR による vancomycin と
その類似化合物をはじめとする抗菌化合物の lipid II 末端ジペプチドリガンド




阻止濃度  (minimum inhibitory concentration , MIC) を比較し， vancomycin 類の
lipid II 末端ジペプチドリガンド類に対する親和性と抗菌活性との関係を考察
した．また，vancomycin 類以外の抗菌薬  (teicoplanin, erythromycin, linezolid 及
び daptomycin) (図  6) における l ipid II 末端ジペプチド類への親和性評価及び抗
菌活性から，抗菌薬の結合選択性を評価した．  
 Teicoplanin などに代表されるグリコペプチド系抗菌薬の vancomycin 耐性菌
に対する標的部位は lipid II 末端の D-alanyl-D-lactate 以外に脂質膜（細胞膜），
膜タンパク質及び細胞壁プロテオグリカンが考えられている 27)．第 2 節では抗
菌薬の脂質膜への結合特性評価を目的に，SPR による vancomycin とその類似化
合物をはじめとする抗菌化合物のモデル脂質膜  (哺乳動物細胞膜，グラム陽性
菌細胞膜，グラム陰性菌細胞膜モデル ) に対する親和性評価系を構築した．
Vancomycin 類の vancomycin 感受性菌及び vancomycin 耐性菌に対する薬理活性







結合することでミセル体  (14-16 分子の会合体 ) を形成し，細菌細胞膜に作用し
て膜機能に障害を与え，細胞内カリウムイオンの流出を引き起こして薬効を発
























































































 Vancomycin Van-M-02 R = N-Me-D-Leu 
































































 Linker A Linker B 
Dimer 1  Linker = A 
Dimer 2  Linker = B 
  












            
Teicoplanin (teicoplanin A 2-1 ,  teicoplanin A2-2 ,  teicoplanin A2-3 ,  teicoplanin A 2-4 ,  
teicoplanin A2-5 及び teicoplanin A3-1 等の混合物 ) 
D-alanyl-D-alanine 
Vancomycin 
図 5. Vancomycin と lipid II 末端の D-alanyl-D-alanine との結合様式  
R
1
 =  Teicoplanin A2 群 :  R
2
 =  
Teicoplanin A2 - 1 群 :  R
3
 =   
Teicoplanin A2 - 2 群 :  R
3
 =   
Teicoplanin A2 - 3 群 :  R
3
 =   
Teicoplanin A2 - 4 群 :  R
3
 =   
Teicoplanin A2 - 5 群 :  R
3
 =   
Teicoplanin A3 - 1 群 :  R
2

































































図 6. Teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び daptomycin の化学構造式  
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第1節 Vancomycin 及び vancomycin 類似化合物の lipid II末端ジペプ
チドに対する親和性評価系の構築  
  
第 1 項 実験材料及び方法  
 
1.1 試薬及び溶媒  
 
 本研究で使用した lipid II 末端ジペプチドリガンド及びそのアナログリガン
ド  (図  3) は塩野義製薬株式会社  (大阪 ) で合成した  37 )．機器データは以下に
示す通りである．  
D-Alanyl-D-alanine ligand (purity by HPLC: approximately 97.4%), 
1
H NMR (500 
MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.21 (d, J=7.2 Hz,3H) 1.27 (d, J=7.3 Hz, 3 H) 1.60 (quin, 
J=~7 Hz, 2 H) 1.77 (m, 2 H) 2.34 (m, 4 H) 2.86 (m, 2 H) 3.06 (m, 2 H) 3.38 (t, J=6.4 
Hz, 2 H) 3.47 (m, 4 H) 3.51 (m, 6 H) 3.68 (d, J=5.8 Hz, 2 H) 3.70 (d, J=5.7 Hz, 2 H) 
4.17 (quin, J=~7 Hz, 1 H) 4.32 (quin, J=~7 Hz, 1 H) 7.63 (br, 3 H) 7.85 (t, J=5.5 Hz, 
1 H) 7.90 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 8.10 (d, J=7.2 Hz, 1 H) 8.12 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 8.23 (t, 




L-Alanyl-L-alanine ligand (purity by HPLC: approximately 99.2%), 
1
H NMR (500 
MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.21 (d, J=7.2 Hz,3H) 1.27 (d, J=7.3 Hz, 3 H) 1.60 (quin, 
J=~7 Hz, 2 H) 1.77 (m, 2 H) 2.34 (m, 4 H) 2.86 (m, 2 H) 3.06 (m, 2 H) 3.38 (t, J=6.4 
Hz, 2 H) 3.47 (m, 4 H) 3.51 (m, 6 H) 3.68 (d, J=5.8 Hz, 2 H) 3.70 (d, J=5.7 Hz, 2 H) 
4.17 (quin, J=~7 Hz, 1 H) 4.32 (quin, J=~7 Hz, 1 H) 7.63 (br, 3 H) 7.85 (t, J=5.5 Hz, 
1 H) 7.90 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 8.10 (d, J=7.2 Hz, 1 H) 8.12 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 8.23 (t, 




D-Alanyl-D-lactate ligand (purity by HPLC: approximately 97.6%), 
1
H NMR (500 
MHz, DMSO-d6) δ ppm 1.33 (d, J=7.2 Hz, 3H) 1.41 (d, J=7.1 Hz, 3 H) 1.60 (quin, 
J=~7 Hz, 2 H) 1.77 (m, 2 H) 2.34 (m, 4 H) 2.86 (m, 2 H) 3.06 (m, 2 H) 3.38 (t, J=6.3 
Hz, 2 H) 3.47 (m, 4 H) 3.51 (m, 5 H) 3.68 (dd, J=16.7, 5.9 Hz, 1 H) 3.68 (d, J=5.9 Hz, 
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2 H) 3.75 (dd, J=16.7, 6.0 Hz, 1 H) 4.31 (quin, J=7.1 Hz, 1 H) 4.92 (q, J=7.1 Hz, 1 H) 
7.64 (br, 3 H) 7.85 (t, J=5.4 Hz, 1 H) 8.12 (t, J=5.8 Hz, 1 H) 8.18 (d, J=7.1 Hz, 1 H) 
8.23 (t, J=5.9 Hz, 1 H) 13.1 (br, 1 H), EMI-MS detection in positive ion mode: m/z 
578.28 [M + H]
+
 
Control ligand (purity by 
1
H NMR: more than 95 %), 
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d6)  
δ ppm 1.57  (quin, J=~7 Hz, 2 H) 1.60 (quin, J=~7 Hz, 2H) 2.28 (m,4 H) 2.60 (t, J=6.8 
Hz, 2H) 3.06 (m, 2 H) 3.18 (q, J=~6 Hz, 2 H) 3.38 (t, J=6.5 Hz, 2 H) 3.39 (t, J=6.1Hz, 
2 H) 3.40 (m, 2 H) 3.43 (t, J=6.4 Hz, 2 H) 3.46 (m, 4 H) 3.50 (m, 6 H) 7.80 (t, J=5.7 




Van-M-02 (purity by HPLC: approximately 93%) , N-Van-M-02 (purity by HPLC: 
approximately 78%), Dimer 1 (purity by HPLC: approximately 89%)  及び Dimer 2 
(purity by HPLC: approximately 93%) は東北大学で合成された  (図 4)  23 ,  25,  37 )．
Vancomycin (purity by HPLC: approximately 100%) は塩野義製薬株式会社  (大
阪 ) で合成した． Teicoplanin, erythromycin,  linezolid  及び dimethyl sulfoxide 
(DMSO) は  Sigma-Aldrich Co. LLC (St. Louis，MO，U.S.A.) から購入した．蒸
留水  (HPLC grade) はナカライテスク株式会社  (京都 ) より購入した．
Surfactant P20, phosphate buffered saline (PBS) (2.7 mM KCl 及び 137 mM NaCl を
含んだ 10 mM リン酸緩衝液， pH 7.4), amine coupling kit  (N-hydroxysuccinimide 
(NHS), N-ethyl-N '-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC), ethanolamine 
hydrochloride) は  GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, England)  から購入





1.2 測定装置及び測定条件  
 
 SPR を用いた分子間相互作用分析装置は  Biacore 3000 (GE Healthcare UK Ltd., 
Buckinghamshire, England) を使用し，lipid II リガンド及びそのアナログリガン
ドの固定化用センサーチップには  Sensor Chip CM5 (GE Healthcare UK Ltd., 
Buckinghamshire, England) を用いた．ランニング緩衝液には，PBS (lipid II リ
ガンド及びそのアナログリガンドの固定化 ) 及び 5% DMSO, 0.05% Surfactant 
P20 を含んだ PBS (抗菌薬と lipid II リガンド及びそのアナログリガンドとの相
互作用評価 )を使用した．再生溶液には 50 mM NaOH 溶液を用いた．これらの
すべての溶液は用時調製し， 0.22 m のフィルターでろ過後，脱気して使用し
た．  
 
1.3  Lipid II 末端ジペプチドリガンド及びそのアナログリガンドの固定化  
(アミンカップリング法 ) 
 
 Biacore 3000 にセンサーチップを装着した後，流速 5 L/min で EDC/NHS 混
液を 7 分間注入し，センサーチップ表面を活性化させた．その後，流速 10 L/min
で 10 mmol/L (mM) ホウ酸緩衝液  (pH 8.5) に溶解させた lipid II 末端ジペプチ
ドリガンドまたはそのアナログリガンド  (100 g/ml) を 7 分間注入し，それぞ
れのリガンドをセンサーチップ上に固定化した．固定化後，流速 5 L/min で 1 
M ethanolamine hydrochloride (pH 8.5) を 7 分間注入することでセンサーチップ
表面のブロッキングを実施した．  
 
1.4 抗菌薬と lipid II 末端ジペプチドリガンド及びそのアナログリガンドとの
相互作用測定  
 
 抗菌薬測定溶液は，5% DMSO 及び 0.05% Surfactant P20 を含んだ PBS を用い，
5 ポイント  (0.781, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5 M) の濃度範囲で調製した．抗菌薬の







ンを抑えるため流速を 30 L/min に設定した  8)．抗菌薬測定溶液は 100 秒間  
(50 L) 注入した．注入後，ランニング緩衝液を 30 L/min で 700秒間送液した．
すべての測定は， 25℃（測定装置内温度）で実施した．解離領域の測定後，リ
ガンド表面から解離せずに残存した抗菌薬を取り除くために 50 mM NaOH を流
速 30 L/min で 10 L 注入した．以上の一連の操作は，再現性を確認するため
に 3 回繰り返し実施した．  
 
1.5 データ解析  
 
 抗菌薬と l ipid II 末端ジペプチドリガンド及びそのアナログリガンドとの相
互作用測定により得られた 5 濃度のセンサーグラム  (0.781-12.5 M) を用い，
BIA evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグローバルフィッティングに
より結合速度定数  (ka  (1/Ms))，解離速度定数  (kd (1/s)) を算出した．抗菌薬と
lipid II 末端ジペプチドリガンド及びそのアナログリガンドとの相互作用評価
の解析モデルには， 1:1 Langmuir binding model  を採用した  38 ,  39 )．また， ka  及




第 2 項 結果  
 
2.1 センサーチップへの lipid II 末端ジペプチドリガンド類における固定化の
最適化  
 
 細菌細胞壁に存在する lipid II 末端ジペプチドに対する抗菌薬の相互作用を
評価することは，抗菌薬の薬効メカニズムを考える上で非常に重要なことであ
る．本研究では，lipid II 末端ジペプチド  (D-alanyl-D-alanine) 及び 2 種類の lipid 
II末端ジペプチドアナログ  (L-alanyl-L-alanine, D-alanyl-D-lactate) リガンドを用
い抗菌薬の相互作用評価を実施した  (図  3)． D-alanyl-D-alanine リガンドは
vancomycin 感受性菌における lipid II 末端ジペプチドに対する親和性評価のた
めに用いた． L-alanyl-L-alanine リガンドは D-alanyl-D-alanine リガンドにおける
ネガティ ブコン ト ロールリ ガンド と して， D-alanyl-D-lactate リガンドは
vancomycin 耐性菌における l ipid II 末端ジペプチドに対する相互作用評価のた
めに用いた．また，ジペプチド末端を持たないリガンドを control リガンドとし
て用いた．  
 始めに，センサーチップに lipid II 末端ジペプチドリガンド類を固定化するた
めの緩衝液及びリガンド濃度を検討した．固定化の際に用いる緩衝液として，
10 mM ホウ酸緩衝液  (pH 8.5) 及び 10 mM 酢酸ナトリウム緩衝液  (pH 4.0, 
4.5, 5.0, 5.5) を検討した．その結果， 10 mM ホウ酸緩衝液  (pH 8.5) を用いる
ことで， lipid II 末端ジペプチドリガンド類の固定化に成功した．また，リガン
ド濃度は  100 g/mL で安定に固定化できることがわかった．  
 本条件で 4 種の lipid II 末端ジペプチドリガンド類を固定化したセンサーチッ
プについて，固定化量の均一性を確認するために，リガンド類の固定化を異な
る日に実施し (n  = 3)，固定化量を RU 値の増加から求め，その標準偏差  (standard 
deviation，  SD) 及び相対標準偏差  (relative standard deviation，RSD) を算出し
た  (表  1)．Lipid II 末端ジペプチドリガンド類の平均固定化量はそれぞれ  200 
RU から  250 RU で，その相対標準偏差は  12 % 未満と精度も良好であり，セ





表 1. センサーチップへの lipid II 末端ジペプチドリガンド類の固定化量とその
繰り返し精度  
Ligand type 




Mean (n = 3) SD
a
 
Control 200 23 11.5 
D-Alanyl-D-alanine 235 21 8.9 
L-Alanyl-L-alanine 234 18 7.7 
D-Alanyl-D-lactate 219 20 9.1 
a) Standard deviation，b) Relative standard deviation 
 
2.2  Vancomycin 類と lipid II 末端ジペプチドリガンド類の相互作用  
 
 図 7 には  vancomycin とセンサーチップ上に固定化した lipid II 末端ジペプチ
ドリガンド類  (control, D-alanyl-D-alanine, L-alanyl-L-alanine, D-alanyl-D-lactate) 
との相互作用を測定したセンサーグラムをそれぞれ示した．これらのセンサー
グラムより，vancomycin は  D-alanyl-D-alanine リガンドにのみ強い相互作用が
認められることがわかった．このことから， vancomycin は  lipid II 末端の
D-alanyl-D-alanine を認識して結合しているが，vancomycin 耐性菌のように lipid 
II 末端が  D-lactate に変異すると  (D-alanyl-D-lactate) 結合しにくくなることが
示された．また，D-alanyl-D-alanine リガンドにおけるセンサーグラムでは，添
加した vancomycin 濃度の増加に伴いレスポンスが上昇していることが確認で
きた．このセンサーグラムから vancomycin と D-alanyl-D-alanine リガンド間の
相互作用が飽和状態に達していないことがわかった．さらに，L-alanyl-L-alanine
リガンドには相互作用が認められなかった．このことは SPR 法と異なる評価系  
(水晶振動子マイクロバランス法 ) を用いた実験における結果とも一致してい
る 40)．また， control リガンドに対しても親和性が認められなかった．  





用いて， vancomycin 類似化合物である  Van-M-02, N-Van-M-02, Dimer 1 及び
Dimer 2 (図  4) の lipid II 末端ジペプチドリガンド類に対する親和性評価を実施
した．図  8 に  4 種の vancomycin 類似化合物における control, D-alanyl-D-alanine, 
L-alanyl-L-alanine 及び D-alanyl-D-lactate リガンドに対する相互作用を測定した
センサーグラムをそれぞれ示した．Van-M-02, N-Van-M-02，Dimer 2 では，
control 及び L-alanyl-L-alanine リガンドに対する相互作用はほとんどみられなか
った．Dimer 1 では control 及び L-alanyl-L-alanine リガンドに対して相互作用が
認められ，添加した Dimer 1 濃度の増加に伴いセンサーグラムのレスポンスが
上昇していることが確認でき，Dimer 1 と control 及び L-alanyl-L-alanine リガン
ド間の相互作用が飽和状態に達していないことがわかったので，速度論的解析
を実施した．また，D-alanyl-D-alanine 及び D-alanyl-D-lactate リガンドに対する
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図 7. Vancomycin の lipid II末端ジペプチドリガンド類との相互作用センサー
グラム       
   Vancomycin 濃度  : 0.781-12.5 M 




































































































































































































































      
    
    















































































































図 8. Van-M-02, N-Van-M-02, Dimer 1 及び Dimer 2 の lipid II 末端ジペプチ
ドリガンド類との相互作用センサーグラム        
   化合物濃度  : 0.781-12.5 M 














































































































 表  2 には，図  7, 8 に示した 5 濃度  (0.781-12.5 µM) の vancomycin, Van-M-02, 
N-Van-M-02, Dimer 1 及び Dimer 2 における  lipid II 末端ジペプチドリガンド
類に対する相互作用の結合速度定数 ,  解離速度定数 ,  結合定数を示した．繰り
返し測定  (n = 3) により算出した各パラメータの再現性は良好であった．
N-Van-M-02 の D-alanyl-D-lactate リガンドに対する相互作用は非常に弱く，
N-Van-M-02 濃度の増加に伴うレスポンスの上昇が確認できなかったため，速
度論的パラメータを算出することができなかった．本評価系による速度論的解
析には  12.5 µM 化合物の添加に対して  50 RU 以上のレスポンスが必要であ
ると考えられる．  
 反応速度論的解析の結果，Van-M-02 の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する
結合定数は  vancomycin 及び  N-Van-M-02 のそれよりも大きいことがわかった．
このことは，Van-M-02 が他のモノマー化合物  (vancomycin, N-Van-M-02) より
も，D-alanyl-D-alanine リガンドに対する親和性が強いということを示している．
D-Alanyl-D-alanine リガンドに対する Van-M-02 の親和性と vancomycin の親和
性との違いは，結合速度定数よりも解離速度定数の違いによる影響が大きい．
また，Van-M-02 の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する  kd 値と N-Van-M-02
の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する  kd 値はほとんど同じ値を示しているの
で，Van-M-02 とN-Van-M-02 の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する親和性の
違いは  ka  値に起因していることがわかった．  
N-Van-M-02 の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する KA 値は vancomycin のそ
れに比べて 1/250 以下の値を示した．N-Van-M-02 の D-alanyl-D-alanine リガン
ドに対する親和性は非常に弱いと示唆される．速度論的パラメータから，
N-Van-M-02 の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する非常に低い k a 値が，低い
KA 値に寄与していると考えられる．N-Van-M-02 の D-alanyl-D-alanine リガン
ドに対する親和性が弱いのは，N-Van-M-02 が D-alanyl-D-alanine 認識部位を一
部欠損しているためであると考えられている 23)．また，モノマー化合物の中で





表 2. 1:1 Langmuir binding model 解析により得られた vancomycin, Van-M-02, N-Van-M-02, Dimer 1及び Dimer 2 (0.781 - 12.5 µM) の lipid II 末端ジペプチドリガンド
類に対する相互作用における速度論的パラメータ及び結合定数と vancomycin, Van-M-02, N-Van-M-02, Dimer 1及び Dimer 2 の薬理活性 












 S. aureus, RN4220 E. faecium, SR7940 E. faecium, SR23598 
Vancomycin 
Control NCd NC NC  
1 > 64 > 64 
D-Ala-D-Alaa 146±7
e
 19.3±0.7 7.58±0.28  
L-Ala-L-Alab NC NC NC  
D-Ala-D-Lacc NC NC NC  
Van-M-02 
Control NC NC NC  
0.125 1 0.25 
D-Ala-D-Ala 36.6±1.0 1.12±0.04 32.7±2.2  
L-Ala-L-Ala NC NC NC  
D-Ala-D-Lac 5.27±0.74 10.5±0.1 0.495±0.080  
ΔN-Van-M-02 
Control NC NC NC  
2 8 2 
D-Ala-D-Ala 0.0518±0.0071 1.74±0.02 0.0294±0.0037  
L-Ala-L-Ala NC NC NC  
D-Ala-D-Lac NC NC NC  
Dimer 1 
Control 5.03±3.04 7.08±2.85 0.658±0.159  
1 8 2 
D-Ala-D-Ala 71.4±3.6 1.20±0.03 59.2±4.6  
L-Ala-L-Ala 6.09±1.26 6.25±1.19 0.971±0.047  
D-Ala-D-Lac 59.9±2.4 1.33±0.06 45.0±3.2  
Dimer 2 
Control NC NC NC  
2 8 1 
D-Ala-D-Ala 361±4 0.693±0.015 521±6  
L-Ala-L-Ala NC NC NC  
D-Ala-D-Lac 255±8 1.15±0.06 221±10  
a 






 Dimer 1 はすべてのリガンド  (control, D-alanyl-D-alanine, L-alanyl-L-alanine, 
D-alanyl-D-lactate) に対して親和性を示した．Dimer 1 の D-alanyl-D-alanine リガ
ンド及び D-alanyl-D-lactate リガンドに対する KA値は L-alanyl-L-alanine リガンド
及び control リガンドに対する KA 値と比較して大きいことがわかった．  
Dimer 2 は D-alanyl-D-alanine リガンド及び D-alanyl-D-lactate リガンドに対し
てのみ親和性を示し，Dimer 1 に比べ選択性が高いことがわかった．しかも，
その KA 値は，他の化合物の D-alanyl-D-alanine リガンド及び D-alanyl-D-lactate
リガンドに対する KA 値のいずれよりも大きいことがわかった．この結果は，非
常に高い ka 値及び低い  kd 値の両方に起因している．Dimer 1 と Dimer 2 のリガ
ンドへの親和性の違いは Dimer 1 と Dimer 2 の異なったリンカー構造が関与し
ていると推測される．  
 本 SPR 評価系によって算出した速度論的パラメータ及び相互作用結果から，
vancomycin, vancomycin モ ノ マ ー 化 合 物 (Van-M-02 及 び N-Van-M-02) ，
vancomycin ダイマー化合物  (Dimer 1 及び Dimer 2) における vancomycin 感受
性菌及び vancomycin 耐性菌の lipid II 末端を模したジペプチドとの結合特性を
明らかにすることができた．  
  
2.3  Lipid II 末端ジペプチドを固定化したセンサーチップの堅牢性  
 
Vancomycin の D-alanyl-D-alanine リガンドに対するレスポンス（RU）を用い
て，固定化したセンサーチップの堅牢性を調べた．図  9 に vancomycin の
D-alanyl-D-alanine リガンドに対するレスポンスとアッセイ回数との関係を示し
た．図  10 には， D-alanyl-D-alanine リガンド固定化後，アッセイ 1 回目の
vancomycin との相互作用センサーグラム  (実線 ) と D-alanyl-D-alanine リガンド
固定化後 200 回目の vancomycin との相互作用センサーグラム  (点線 ) を示した．
RU はアッセイ 1 回目とアッセイ 200 回目においてほとんど変化しておらず，




















































図 9. Vancomycin の D-alanyl-D-alanine リ ガ ン ド に 対 す る レ ス ポ ン ス  
(Response units, RU) とアッセイ回数との関係        
   Vancomycin 濃度  : 12.5 M 
   ランニング緩衝液  : 5% DMSO 及び 0.05% Surfactant P20 を含んだ PBS 
図 10. Vancomycin と D-alanyl-D-alanine リガンドとの相互作用センサーグラム  
(実線：1 回目のアッセイ，点線： 200 回目のアッセイ )       
   Vancomycin 濃度  : 12.5 M 
   ランニング緩衝液  : 5% DMSO 及び 0.05% Surfactant P20 を含んだ PBS 
24 
 
2.4  Vancomycin 類以外の抗菌薬と l ipid II 末端ジペプチドリガンド類の相互
作用  (結合選択性評価 ) 
 
 本 SPR評価系を用いて，vancomycin類以外の抗菌薬  (teicoplanin, erythromycin, 
linezolid及び daptomycin) (図  6) と lipid II 末端ジペプチド類との相互作用を評
価した． Teicoplanin は lipid II 末端ジペプチドの D-alanyl-D-alanine 及び
D-alanyl-D-lactate に結合して，一部の VRE を含むグラム陽性菌の細胞壁合成を
阻害することが知られている 41 ,  42 )．Erythromycin はマクロライド系抗菌薬で広
い抗菌スペクトルを持ち，linezolid はオキサゾリジン系抗菌薬で MRSA や VRE
を含む様々なグラム陽性菌によって引き起こされる感染症の治療薬として知ら
れている 43 )．Erythromycin や linezolid はリボソームと結合することでリボソー
ムの機能に影響を与え，タンパク質の合成を阻害する 44 )．Daptomycin はサイク
リックリポペプチド系の抗菌薬で，グラム陽性菌細胞膜に結合し細胞膜からカ
リウムイオンを流出させることで殺菌作用を示すグラム陽性菌感染症治療薬と
して用いられている 33 )．これらの lipid II 末端ジペプチドを介した殺菌作用と
は異なった薬効メカニズムを持つ抗菌薬の結合選択性を調べた．  
図  11 には teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び daptomycin の lipid II 末端
ジペプチドリガンド類に対する相互作用を測定したセンサーグラムをそれぞれ
示した．Teicoplanin と D-alanyl-D-alanine リガンド及び D-alanyl-D-lactate リガン
ドとの相互作用についてのみ強い親和性が確認できた．また，添加した
teicoplanin 濃度の増加に伴いセンサーグラムのレスポンス上昇が認められ，
teicoplanin と D-alanyl-D-alanine リガンド及び D-alanyl-D-lactate リガンド間の相
互作用が飽和状態に達していないことがわかった．表  3 には， teicoplanin, 
erythromycin, linezolid 及び daptomycin における  lipid II 末端ジペプチドリガン
ド類に対する相互作用の結合速度定数 ,  解離速度定数 ,  結合定数及び MIC を示
した．  
Erythromycin, linezolid 及び daptomycin は最大濃度  (12.5 M) の試料溶液に
ついてのレスポンスが  50 RU 以下と非常に低いため速度論的パラメータ  (ka ,  




Vancomycin と同じ薬理作用機序を持つ teicoplanin のみに lipid II 末端ジペプチ
ドに対する相互作用が認められたことから，本測定系を用いることによって，
抗菌薬の lipid II 末端ジペプチドに対する選択性評価に役立てることができる
ことがわかった．さらに，teicoplanin の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する  KA 
値と S. aureus  RN4220 の抗菌活性との関係は， vancomycin の D-alanyl-D-alanine
リガンドに対する  KA  値と S. aureus  RN4220 の抗菌活性との関係と類似してい
た 45)．このことから，本評価系は様々なグリコペプチド系抗菌薬の抗菌活性を
予測することにも応用できるかもしれない．また， teicoplanin における
D-alanyl-D-lactate リガンドに対する KA 値も算出することができた．Vancomycin
耐性菌である E. faecium  D366 の抗菌活性が認められていることから，
teicoplanin における D-alanyl-D-lactate リガンドに対する親和性は E. faecium  
D366 の抗菌活性を反映しているのかもしれない 46)．本評価系を用いることに
よって，様々な作用機序の抗菌薬と lipid II 末端ジペプチド類との相互作用を
測定することができた．得られた抗菌薬の l ipid II 末端ジペプチド類に対する





























































































































































































































































































































































































































図 11. Teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び daptomycin の lipid II 末端ジペプ
チドリガンド類との相互作用センサーグラム        
   Teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び daptomycin 濃度  : 0.781-12.5 M 





















































































































































表 3. 1:1 Langmuir binding model 解析により得られた teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び daptomycin (0.781 - 12.5 µM) の 
lipid II 末端ジペプチドリガンド類に対する相互作用における速度論的パラメータ及び結合定数と薬理活性 






, 1/s) KA (x10
5
, 1/M) 
 MIC (g/ml) 
 S. aureus, RN4220 E. faecium, D366 
Teicoplanin 










 23.2±7.0 5.78±0.51  
L-Ala-L-Ala
b
 NC NC NC  
D-Ala-D-Lac
c
 0.132±0.054 109±50 0.00125±0.00014  
Erythromycin 




D-Ala-D-Ala NC NC NC  
L-Ala-L-Ala NC NC NC  
D-Ala-D-Lac NC NC NC  
Linezolid 
Control NC NC NC  
ND ND 
D-Ala-D-Ala NC NC NC  
L-Ala-L-Ala NC NC NC  
D-Ala-D-Lac NC NC NC  
Daptomycin 
Control NC NC NC  
ND ND 
D-Ala-D-Ala NC NC NC  
L-Ala-L-Ala NC NC NC  
D-Ala-D-Lac NC NC NC  
a 







第 3 項 考察  
 
 Vancomycin や vancomycin 類似化合物の vancomycin 感受性菌及び vancomycin
耐性菌における lipid II 末端を模したジペプチドに対する相互作用の速度論的
パラメータを算出することができた（図  7, 8, 表  2）．既報の論文から，
vancomycin の D-alanyl-D-alanine リガンド  (本論文で用いたリガンドとは親水性
リンカー部位が異なる ) に対する親和性は解離定数  (3.39 x 10 -6  M) という報
告がある 37 )．また，Chu らは  vancomycin の D-alanyl-D-alanine リガンドに対す
る KD 値は  2.7 x 10
-6
 M と算出している 40 )．本評価系で算出した vancomycin
の D-alanyl-D-alanine リガンドに対する KD 値は  1.32 x 10
-6




価に十分使用できることが確認できた（図  9, 10）．  
Lipid II 末端ジペプチドリガンドは抗菌薬と結合するためのペプチド部位，立
体構造上可動性のある親水性リンカー部位，センサーチップに固定化するため
のアルキルアミン部位の 3 つのパートから構成されている  (図  3)  40 )．既報の文
献から，合成ペプチド  (分子量  : ～1000) のセンサーチップ  (Sensor Chip CM5) 
への固定化量は約 500 RU であるという実験結果が得られている 47)．また，
vancomycin (分子量  : 1449) 自身をセンサーチップ  (Sensor Chip CM5) に固定
化すると，600 RU から  700 RU の固定化量が得られることもわかっている 48 )．
これらの固定化量の結果と分子量との関係から，lipid II 末端ジペプチドリガン
ド類  (分子量  : ～550) の固定化量は 200～235 RU であり，妥当であると考え
られる  (表  1)．よって，本測定系における lipid II 末端ジペプチドリガンド類
の固定化量とその再現性は抗菌薬との相互作用解析に適用できるものであると
判断した．  
 Vancomycin は 細 胞 壁 の ペ プ チ ド グ リ カ ン 前 駆 体 末 端 で あ る
lysyl-D-alanyl-D-alanine に結合して拮抗的に細胞壁の合成を阻害することが知
られている 23 ,  26 )．また，vancomycin と l ipid II 末端の  D-alanyl-D-alanine との
結合様式を図 5 に示した 23)．本 SPR 評価系はリガンドとして  glycyl-D-alanyl-D- 
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alanine を使用しているが  (図  3)，実際，選択性のある相互作用結果が得られ
ている  (図  7, 8, 11)．Vancomycin と lipid II 末端との選択的な相互作用には，
lysyl-D-alanyl-D-alanineと glycyl-D-alanyl-D-alanineの違いはほとんど影響しない
と考えられる．  
 本 SPR 測定で得た親和性の結果と vancomycin 感受性菌である S. aureus 
RN4220 の 抗 菌 活 性 と の 関 係 を 考 察 し た ． Vancomycin, Van-M-02 及 び
N-Van-M-02 の S. aureus  RN4220 に対する MIC はそれぞれ  1, 0.125 及び 2 
g/mL と 報 告 さ れ て い る 26) ． MIC に よ る 抗 菌 活 性 の 順 は  Van-M-02 > 
vancomycin > N-Van-M-02 であり，vancomycin 感受性菌の lipid II 末端を模し
た D-alanyl-D-alanine リガンドに対する vancomycin, Van-M-02 及びN-Van-M-02
の KA 値の順と相関していた（表  2）．また，VRE である E. faecium  SR7940 
(phenotype : VanA) 及び E. faecium  SR23598 (phenotype : VanB) に対する
vancomycin の MIC は両方とも 64 g/mL 以上であり， vancomycin の S. aureus 
RN4220 に対する MIC よりも高いことがわかっている 26 )．本 SPR 結果からも，
vancomycin に お け る vancomycin 耐 性 菌 の lipid II 末 端 を 模 し た
D-alanyl-D-lactate リガンドに対する親和性は認められなかった．一方，Van-M-02
は vancomycin と比べて E. faecium  SR7940 及び E. faecium  SR23598 に対して非
常に強い抗菌活性を示すことが報告されている  (MIC = 1 g/mL, 0.25 g/mL)．
SPR 結果から，D-alanyl-D-lactate リガンドに対する KA 値も算出することができ
た．また，N-Van-M-02 においても E. faecium  SR7940 及び E. faecium  SR23598
に対して強い抗菌活性を示すことが報告されている  (MIC = 8 g/mL, 2 g/mL)．
しかしながら，SPR 結果からはN-Van-M-02 の D-alanyl-D-lactate リガンドに対
する KA 値を得ることはできなかった．Teicoplanin などに代表されるグリコペ
プチド系抗菌薬の vancomycin 耐性菌に対する標的部位は lipid II 末端の
D-alanyl-D-lactate 以外に膜タンパク質，細胞壁プロテオグリカン及び脂質膜が
考えられている 27 )．例えば，膜タンパク質である S. aureus  penicillin-binding 
protein 2 はグリコペプチド系抗菌薬が活性を示すための標的として考えられ
ている 49)．これらのことから，Van-M-02 及びN-Van-M-02 は vancomycin 耐性




 Dimer 1 及び Dimer 2 の S. aureus  RN4220 に対する MIC は 1 g/ml 及び 2 
g/ml と報告されている 26)．また，Dimer 1 の E. faecium  SR7940 及び E. faecium  
SR23598 に対する MIC は 8 g/ml 及び 2 g/ml であり，Dimer 2 の E. faecium  
SR7940 及び E. faecium  SR23598 に対する MIC は 8 g/ml 及び 1 g/ml であるこ
とがわかっている 26 )．Dimer 1 と Dimer 2 の S. aureus  RN4220 に対する MIC は
vancomycin の S. aureus  RN4220 に対する MIC と同程度であるが，Dimer 1 と
Dimer 2 の D-alanyl-D-alanine リ ガ ン ド に 対 す る KA 値 は vancomycin の
D-alanyl-D-alanine リガンドに対する KA 値と比較して大きかった．従って，
vancomycin ダイマーと D-alanyl-D-alanine リガンドとの親和性のみでは説明で
きない抗菌活性メカニズムがあるのかもしれないが，詳細は不明である．また，
Dimer 1 と Dimer 2 の E. faecium  SR7940 及び E. faecium  SR23598 に対する MIC
と D-alanyl-D-lactate リガンドに対する KA 値との関係においても同様で，
vancomycin ダイマーと D-alanyl-D-lactate リガンドとの親和性には， in vitro  の
抗菌 活 性 には 反 映 さ れな い 親和 性 が 寄与 し て いる か の かも し れ ない ．
D-alanyl-D-lactate に対する vancomycin ダイマーの相互作用は抗菌活性と相関し
ないという報告があり 50 ,  51 )，本結果と一致している．  
また，vancomycin 類以外の抗菌薬  (teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び
daptomycin) における lipid II 末端ジペプチド類への親和性評価及び抗菌活性か
ら，抗菌薬の結合選択性を評価することができた  (図  11, 表  3)．本評価系は





第 4 項 小括  
 
 抗菌薬の lipid II 末端ジペプチド類に対する相互作用の速度論的パラメータ
を算出することができ，親和性を評価することができた．本評価系の l ipid II




性評価に十分使用できることが確認できた．Vancomycin や vancomycin 類似化
合物の vancomycin 感受性菌及び vancomycin 耐性菌の lipid II 末端を模したジペ
プチドに対する結合特性を評価することができた．さらに， vancomycin や
vancomycin 類似化合物  (モノマー ) の結合定数は vancomycin 感受性菌に対する
MIC 結果と相関し ていることがわか った． Vancomycin 類以外の抗菌薬  
(teicoplanin, erythromycin, linezolid 及び daptomycin) における lipid II 末端ジペ
プチド類への親和性評価及び抗菌活性から，抗菌薬の結合選択性を評価するこ






第 2節 Vancomycin 及び vancomycin 類似化合物のモデル脂質膜に対す
る親和性評価系の構築  
 
第 1 項 実験材料及び方法  
 
1.1 試薬及び溶媒  
 
 本研究で使用した vancomycin，Van-M-02，N-Van-M-02，Dimer 1，Dimer 2，
teicoplanin, erythromycin, linezolid，DMSO，蒸留水及び PBS は第 1 章  第 1 節  第
1 項  1.1 で記載した試薬及び溶媒を使用した．1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidyl- 
choline (POPC), 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylglycerol (POPG), 1-palmitoyl-2- 
oleoylphosphatidylethanolamine (POPE) 及び  1,1 ',2,2 '-tetraoleoyl cardiolipin (CL) 
は Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL)  から購入した．クロロホルム及び  
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate (CHAPS) は和光純薬
工業株式会社  (大阪 ) 社製でクロロホルムは分光分析用，CHAPS は試薬特級を
使用した．   
 
1.2 測定装置及び測定条件  
 
 SPR を用いた分子間相互作用分析装置は  Biacore 3000 を使用し，センサーチ
ップにはリポソームの固定化に有効な Sensor Chip L1 (GE Healthcare UK Ltd.,  
Buckinghamshire, England) を用いた．ランニング緩衝液には， 2 倍濃度の PBS 
(5.4 mM KCl 及び 274 mM NaCl を含んだ 20 mM リン酸緩衝液 ) (リポソームの固
定化 ) 及び 5% DMSO を含んだ 2 倍濃度の PBS (抗菌薬と脂質膜との相互作用
評価 )を使用した．センサーチップ表面からの脂質膜の除去には 2-propanol/50 
mM NaOH (1:1, v/v) 及び  20 mM CHAPS を用いた．再生溶液には 50 mM NaOH 
溶液を用いた．これらのすべての溶液は用時調製し， 0.22 m のフィルターで
ろ過後，脱気して使用した．  
 




 個々のリポソーム溶液を調製するために， POPC, POPE, POPG 及び CL をそ
れぞれクロロホルムに溶解させた．その後，脂質溶液  (POPC, POPG, POPG/CL 
(1:1, モル比 ) 及び POPE/POPG (4:1, モル比 ))をそれぞれ遠心エバポレータに
より溶媒を留去，乾燥させた後，形成されたリポソームを 2 倍濃度の PBS で再
溶解した．この再溶解液  (1 mM) をほぼ透明になるまで超音波を照射し，100 
nm 孔径のポリカーボネートフィルター  (LiposoFast 社製 ) により 21 回ろ過し，
100 nm に粒子径を揃えたリポソームを含む溶液を得た．孔径 100 nm リポソー
ムを含む溶液を 300 mM NaCl を含む 2 倍濃度の PBS で  2 倍希釈し， 4 種のリ
ポソーム  (POPC, POPG, POPG/CL 及び POPE/POPG) 溶液のそれぞれについて，
脂質濃度  0.5 mM として調製し，センサーチップ表面への固定化に用いた．  
 
1.4 リポソームの固定化  
 
 Biacore 3000 にセンサーチップを装着した後， 2-propanol/50 mM NaOH (1:1,  
v/v) 及び  20 mM CHAPS を流速 5 L/min で 5 L 注入してセンサーチップ表面
を洗浄した．センサーチップ洗浄後，0.5 mmol/L リポソーム溶液を流速 2 L/min
で 80 L 注入し，それぞれのリポソームをセンサーチップ上に固定化した．そ
の後， 50 mM NaOH を 50 L/min で 30 L 注入し脂質二重膜を形成させた 52)． 
 
1.5 抗菌薬と脂質膜の相互作用測定  
 
 抗菌薬測定用溶液は，5% DMSO を含んだ  2 倍濃度の PBS を用い，7 ポイン
ト  (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 M) の濃度範囲で調製した．また，抗菌薬の溶解
度あるいはレスポンス  (RU 値 ) の飽和を考慮して，添加最高濃度を 50 M に設
定した．抗菌薬測定溶液は，マストランスポートリミテーションを避けるため
に，流速 30 L/min で 100 秒間  (50 L) 注入した．注入後，ランニング緩衝液
を 30 L/min で 700 秒間送液した．すべての測定は， 25℃  (測定装置内温度 )で
実施した．解離領域の測定後，脂質膜表面から解離せずに残存した抗菌薬を取
り除くために 50 mM NaOH を流速 30 L/min で 10 L 注入した．以上の一連の
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操作は，再現性を確認するために 3 回繰り返し実施した．  
 
1.6 データ解析  
 
 抗菌薬 -脂質膜相互作用測定により得られた 20-50 M のセンサーグラムから
BIA evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグローバルフィッティングに
より結合速度定数  (ka1  (1/Ms)， ka2  (1/s))，解離速度定数  (kd1  (1/s)， kd2 (1/s)) 及
び親和定数  (K (1/M)) を算出した．抗菌薬 -脂質膜相互作用評価の解析モデルに




 A : 抗菌薬    
 L : 脂質膜  
 AL : 抗菌薬 -脂質膜複合体  (主に静電的相互作用 ) 
 AL* : 抗菌薬 -脂質膜複合体のコンフォメーション変化体   
   (主に疎水性相互作用による )  
 
 抗菌薬は主に脂質膜表面の極性基部分と静電的相互作用  (Step 1) により結
合した後，膜内部のアルキル鎖で構成される疎水性領域に侵入し，疎水性相互
作用により結合する  (Step 2)．  
この解析モデルにおける各 Step の親和定数は，以下に示した式により算出され




 R1  (RU)：A と L の結合により形成された complex 1 
 R2  (RU)：AL のコンフォメーション変化により形成された complex 2  
 Rmax (RU)：最大アナライト結合量   
 CA：アナライト濃度  





dR1/dt = ka1  ∙ CA (Rmax - R1 - R2) - kd1  ∙ R1 - k2 ∙ R1  + kd2  ∙ R2 
dR2/dt = ka2  ∙ R1 - kd2 ∙ R2 
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 親和定数  (K) は結合速度定数  (ka1， ka2) 及び解離速度定数  (kd 1， kd2)を用い
て以下に示す式によって算出した．  
 




第 2 項 結果  
 
2.1 センサーチップへのモデル脂質膜の固定化  
 
 本実験では，モデル脂質膜として 4 種類のリポソーム POPC, POPG, POPG/CL 
及び POPE/POPG を使用した．POPCは哺乳動物細胞膜モデルとして，また POPG, 
POPG/CL はグラム陽性菌細胞膜モデル，POPE/POPG はグラム陰性菌細胞膜モ
デルとして用いた 52 ,  62 )．センサーチップ上に固定化する 4 種のモデル脂質膜が
最適な条件下で安定に固定化できることを確認するために 3 サンプルを測定し
た．4 種のモデル脂質膜に関する平均固定化量  (RU)，標準偏差  (SD) 及び相対
標準偏差  (RSD) をそれぞれ表 4 に示した．これらの結果より，リポソーム固
定化量の平均は POPC 約 9500 RU，POPG及び  POPG/CL 約 5500 RU，POPE/POPG 




論的解析を実施するためには，リポソームの固定化量は約 4500 RU 必要とされ
ていることから 52 ,  53,  63 -65)，今回の測定系におけるリポソーム固定化量とその再
現性は薬剤 -脂質膜相互作用解析に適用できるものであると判断した．  
 
表 4. センサーチップへのリポソーム固定化量とその繰り返し精度  
Lipid type 




Mean (n = 3) SD
a
 
POPC 9530 99 1.0 
POPG 5480 60 1.1 
POPG/CL 5800 170 2.9 
POPE/POPG 8390 72 0.9 
a. Standard deviation 




2.2  Vancomycin 類とモデル脂質膜の相互作用評価  
 
 図 12 には vancomycin 及び vancomycin ダイマーである Dimer 2 (図  4) とモ
デル脂質膜 POPC, POPG, POPG/CL 及び POPE/POPG との相互作用測定結果の
センサーグラムを示した．これらの抗菌化合物におけるモデル脂質膜との相互
作用は非常に弱く， two-state reaction model を用いた速度論的パラメータを算
出することができなかった．図 13 には Van-M-02，N-Van-M-02 及び Dimer 1 (図  
2)とモデル脂質膜 POPC, POPG, POPG/CL 及び POPE/POPG との相互作用測定
結果のセンサーグラムを示した．添加した Van-M-02，N-Van-M-02 及び Dimer 
1 濃度の増加に伴いセンサーグラムのレスポンスが上昇していることが確認で



































Vancomycin Dimer 2 
(1) (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4) 
図 12. Vancomycin 及び Dimer 2 のモデル脂質膜との相互作用センサーグラム
（1, POPC; 2, POPG; 3, POPG/CL; 4, POPE/POPG）       
   化合物濃度  : 50 M 








































































































































































































































図 13. Van-M-02，N-Van-M-02 及び Dimer 1 のモデル脂質膜との相互作用セ
ンサーグラム        
   化合物濃度  : 20-50 M 










































表 5 には，図 13 に示した 7 濃度  (20 - 50 µM) の vancomycin 類 -モデル脂質
膜相互作用の結合速度定数及び解離速度定数，親和定数を示した．繰り返し測
定  (n = 3) により算出した各パラメータの再現性は良好であった．センサーグ
ラムの解析に用いた解析モデルは，抗菌薬 -脂質膜またはペプチド -脂質膜など
における相互作用解析のこれまでの報告を基に two-state reaction model を選択
した 14 ,  17 -19)．この解析モデルは，静電的な相互作用を含む初期の結合親和性，
本研究では vancomycin 類とリポソームの親水基部分との相互作用  (Step 1，ka1，
kd1 を算出 ) を経て，疎水的な相互作用による vancomycin 類の脂質膜内への侵
入  (Step 2， ka2， kd2 を算出 ) を予測した解析モデルとなっている
53 -55)．  
 Van-M-02 のグラム陽性菌細胞膜を模した POPG 及び POPG/CL に対する親和
定数は哺乳動物細胞膜を模した POPC 及びグラム陰性菌を模した POPE/POPG 
に対する親和定数よりも大きいことがわかった．このことは Van-M-02 が POPC
及び POPE/POPG よりも  POPG 及び  POPG/CL に対する親和性が強いという
ことを示している．Van-M-02 の POPG 及び POPG/CL に対する親和性と POPG
及び  POPG/CL に対する親和性との違いは，主として Step 1 の結合速度定数の




 Van-M-02 及 び N-Van-M-02 の POPE/POPG に 対 す る 親 和 性 は POPG 及 び







表 5. Two-state reaction model (conformation change) 解析により得られた vancomycin, Van-M-02, N-Van-M-02, Dimer 1及びDimer 2 (20 - 
50 µM) の モデル脂質膜に対する相互作用における速度論的パラメータ及び親和定数 
Compound Lipid type ka1 (1/Ms) kd1 (x10
-2
, 1/s) ka2 (x10
-4
, 1/s) kd2 (x10
-5






 NC NC NC NC 
POPG NC NC NC NC NC 
POPG/CL NC NC NC NC NC 
POPE/POPG NC NC NC NC NC 
Van-M-02 
POPC 197 ± 96
b
 10.1 ± 0.8 4.59 ± 1.00 94.2 ± 31.4 3.00 ± 1.30 
POPG 977 ± 108 3.28 ± 0.09 1.88 ± 1.00 50.1 ± 13.8 41.3 ± 7.7 
POPG/CL 1220 ± 122 2.55 ± 0.02 3.18 ± 0.66 241 ± 63 54.4 ± 4.3 
POPE/POPG 176 ± 41 5.95 ± 0.29 7.29 ± 2.09 363 ± 29 3.53 ± 0.66 
ΔN-Van-M-02 
POPC 424 ± 156 7.45 ± 0.54 11.0 ± 2.8 58.4 ± 20.6 20.9 ± 17.9 
POPG 453 ± 64 3.41 ± 0.12 2.85 ± 0.40 213 ± 101 15.6 ± 3.4 
POPG/CL 601 ± 60 3.19 ± 0.23 4.70 ± 1.13 351 ± 209 22.1 ± 4.8 
POPE/POPG 140 ± 58 5.00 ± 0.13 6.20 ± 0.32 211 ± 38 3.60 ± 1.33 
Dimer 1 
POPC 1400 ± 221 1.68 ± 0.03 19.2 ± 0.2 163 ± 19 181 ± 18 
POPG 611 ± 101 2.19 ± 0.02 15.0 ± 0.5 236 ± 21 45.6 ± 5.5 
POPG/CL 875 ± 17 1.12 ± 0.01 3.72 ± 0.92 32.9 ± 4.8 171 ± 39 
POPE/POPG 1630 ± 123 1.28 ± 0.22 34.8 ± 7.1 255 ± 62 308 ± 29 
Dimer 2 
POPC NC NC NC NC NC 
POPG NC NC NC NC NC 
POPG/CL NC NC NC NC NC 
POPE/POPG NC NC NC NC NC 







 Vancomycin ダイマーである Dimer 1 はすべてのモデル脂質膜に対して，
Van-M-02 及びN-Van-M-02 よりも大きな親和定数を示した．また，Dimer 1 は
すべての l ipid II 末端ジペプチド類  (D-alanyl-D-alanine, L-alanyl-L-alanine, 
D-alanyl-D-lactate, control) に 対 す る 親 和 性 に お い て も Van-M-02 及 び
N-Van-M-02 よりも強い親和性を示した（第 1 章  第 1 節）．Dimer 1 は非特異
的な結合力が Van-M-02 及びN-Van-M-02 よりも強いと示唆される．Vancomycin
ダイマーである Dimer 2 はモデル脂質膜に対して相互作用が認められなかった．
この違いは Dimer 1 と Dimer 2 のリンカー構造の違いに影響されていると考え
られる．  
 
2.3  Vancomycin 類以外の抗菌薬とモデル脂質膜の相互作用評価  
 
図 14 には teicoplanin，erythromycin 及び linezolid とモデル脂質膜 POPC, POPG, 
POPG/CL 及び POPE/POPG との相互作用測定結果のセンサーグラムを示した．
これらの抗菌薬におけるモデル脂質膜との相互作用は非常に弱く， two-state 




グリコペプチド系抗菌薬である teicoplanin は lipid II 末端ジペプチドの
D-alanyl-D-alanine 及び D-alanyl-D-lactate に結合して，いくつかの VRE を含むグ
ラム陽性菌の細胞壁合成を阻害することが知られている 41 ,  42 )．実際に
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Teicoplanin Erythromycin Linezolid 
(1) (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4) 
図 14. Teicoplanin，erythromycin 及び linezolid のモデル脂質膜との相互作用センサーグ
ラム（ 1, POPC; 2, POPG; 3, POPG/CL; 4, POPE/POPG）        
   化合物濃度  : 50 M 
ランニング緩衝液  :  5% DMSO を含んだ 2 倍濃度の PBS  
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D-alanyl-D-alanine リガンド及び D-alanyl-D-lactate リガンドに対して相互作用す




はオキサゾリジン系抗菌薬で MRSA や VRE を含む様々なグラム陽性菌によっ
て引き起こされる感染症の治療薬として知られている 43 )． Erythromycin や
linezolid はリボソームと結合することでリボソームの機能に影響を与え，タン
パク質の合成を阻害する 44)．Erythromycin 及び linezolid はモデル脂質膜や l ipid 
II 末端ジペプチドに対する親和性が確認できず（表 3, 図  11），このことは薬
効メカニズムを反映しているのかもしれない．   
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タを算出することができた（図  12-14, 表  5）．   
Vancomycin 類似化合物である Van-M-02，N-Van-M-02 及び Dimer 1 はモデル
脂質膜に対して強い相互作用が認められた．Vancomycin 類のモデル脂質膜に対
する親和性を抗菌活性及び lipid II 末端ジペプチド類  (D-alanyl-D-alanine リガ
ンド及び D-alanyl-D-lactate リガンド ) に対する親和性結果  (表 2) と比較した．
Van-M-02 は vancomycin 感受性菌である S. aureus RN4220 及び VRE である E. 
faecium  SR7940 及び E. faecium  SR23598 に対して強い抗菌活性を示すことがわ
かっている．Van-M-02 は vancomycin よりもグラム陽性菌を模した POPG 及び
POPG/CL に対して高い K 値を示し，また vancomycin よりも  D-alanyl-D-alanine
リガンド及び  D-alanyl-D-lactate リガンドに対して強い親和性を示した．これら
のことから，Van-M-02 が強い抗菌活性を示す要因は l ipid II 末端ジペプチドへ
の親和性だけでなく脂質膜との相互作用も相成って寄与していることが考えら
れる．  
N-Van-M-02 の S. aureus  RN4220 に対する MIC は vancomycin と同程度であ
り，N-Van-M-02 の E. faecium  SR7940 及び E. faecium  SR23598 に対する抗菌
活性は vancomycin の E. faecium  SR7940 及び E. faecium  SR23598 に対する抗菌
活 性 よ り も 強 い こ と が 報 告 さ れ て い る 26) ． 一 方 で ， N-Van-M-02 の
D-alanyl-D-alanine リガンドへの親和性は，D-alanyl-D-alanine 認識部位を一部欠
損させているので，vancomycin の D-alanyl-D-alanine リガンドへの親和性よりも
弱いことがわかっている．N-Van-M-02 の POPG 及び POPG/CL に対する親和
性は，vancomycin の POPG 及び POPG/CL に対する親和性よりも高く，このこ
とが vancomycin 感受性菌（ S. aureus  RN4220）及び vancomycin 耐性菌（E. faecium  
SR7940 及び E. faecium  SR23598）に対する強い抗菌活性の原因となっていると
考えられる．N-Van-M-02 の抗菌活性には脂質膜への親和性が寄与しているの
かもしれない．  
Teicoplanin などのグリコペプチド系抗菌薬の vancomycin 耐性菌に対する標
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的部位は lipid II 末端の D-alanyl-D-lactate 以外に脂質膜，膜タンパク質（ e.g. , 
penicillin-binding protein 2）及び細胞壁プロテオグリカンが考えられている 27 ,  
49 )．本研究から，Van-M-02 及びN-Van-M-02 については vancomycin 耐性菌の
脂質膜への相互作用が抗菌活性に寄与している可能性を示すことができたと考
えている．  
 Vancomycin，teicoplanin，erythromycin 及び linezolid はいずれのモデル脂質膜
に対しても親和性を示さなかったことやこれらの抗菌薬が細菌細胞膜相互作用
に寄与しない薬効メカニズムに基づく抗菌活性を発揮することから 41-44 ,  49 )，本










度 論 的 パ ラ メ ー タ を 算 出 す る こ と が で き た ． Vancomycin ， teicoplanin ，
erythromycin 及び linezolid はいずれのモデル脂質膜に対しても親和性を示さな
かったことやこれらの抗菌薬が細菌細胞膜相互作用に寄与しない薬効メカニズ
ムに基づく抗菌活性を発揮することから，本 SPR 測定法の抗菌薬に対する脂質
膜親和選択性が確認できた．一方で， vancomycin 類似化合物である Van-M-02，
N-Van-M-02 及び Dimer 1 はモデル脂質膜に対して相互作用が認められた．ま
た， lipid II 末端ジペプチドリガンド  (D-alanyl-D-alanine 及び D-alanyl-D-lactate) 
に対する親和性の測定結果と抗菌活性  (第 1 章  第 1 節 ) から，これらの化合物
の脂質膜に対する結合選択性を考察することができた．さらに，これらの結合






第 3 節 Daptomycin のモデル脂質膜に対する親和性評価系の構築  
 
第 1 項 実験材料及び方法  
 
1.1 試薬及び溶媒  
 
 本研究で使用した daptomycin (図  6)，DMSO，蒸留水，POPC，POPG，POPE，
CL，クロロホルム，CHAPS 及び PBS は第 1 章  第 1 節  第 1 項  1.1 及び第 1 章  
第 2 節  第 1 項  1.1 で記載した試薬及び溶媒を使用した．  
 
1.2 測定装置及び測定条件  
 
 SPR を用いた分子間相互作用分析装置は  Biacore 3000 を使用し，センサーチ
ップにはリポソームの固定化に有効な Sensor Chip L1 を用いた．ランニング緩
衝液には，0.5 倍濃度の PBS (1.35 mM KCl 及び 68.5 mM NaCl を含んだ 5 mM リ
ン酸緩衝液 ) (リポソームの固定化 ) 及び 50 mg/L CaCl2 を含んだ 0.5 倍濃度の
PBS (daptomycin と脂質膜との相互作用評価 ) を使用した．センサーチップ表面
からの脂質膜の除去には 2-propanol/50 mM NaOH (1:1, v/v) 及び  20 mM CHAPS 
を用いた．再生溶液には 10 mM HCl 及び  50 mM NaOH 溶液を用いた．これら
のすべての溶液は用時調製し， 0.22 m のフィルターでろ過後，脱気して使用
した．  
 
1.3 リポソームの調製  
 
 個々のリポソーム溶液を調製するために， POPC, POPE, POPG 及び CL をそ
れぞれクロロホルムに溶解させた．その後，脂質溶液  (POPC, POPG, POPG/CL 
(1:1，モル比 ) 及び POPE/POPG (4:1，モル比 )) をそれぞれ遠心エバポレータに
より溶媒を留去，乾燥させた後，形成されたリポソームを 0.5 倍濃度の PBS で
再溶解した．この再溶解液  (1 mM) をほぼ透明になるまで超音波を照射し，50 
nm 孔径のポリカーボネートフィルター  (LiposoFast 社製 ) により 21 回ろ過し，
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50 nm に粒子径を揃えたリポソームを含む溶液を得た．孔径 50 nm リポソーム
を含む溶液を 300 mM NaCl を含む 2 倍濃度の PBS で  2 倍希釈し， 4 種のリポ
ソーム  (POPC, POPG, POPG/CL 及び POPE/POPG) 溶液のそれぞれについて，脂
質濃度  0.5 mM として調製し，センサーチップ表面への固定化に用いた．  
 
1.4 リポソームの固定化  
 
 Biacore 3000 にセンサーチップを装着した後， 2-propanol/50 mM NaOH (1:1,  
v/v) 及び  20 mM CHAPS を流速 5 L/min で 5 L 注入してセンサーチップ表面
を洗浄した．センサーチップ洗浄後，0.5 mmol/L リポソーム溶液を流速 2 L/min
で 80 L 注入し，それぞれのリポソームをセンサーチップ上に固定化した．そ
の後， 50 mM NaOH を 50 L/min で 30 L 注入し脂質二重膜を形成させた 52)． 
 
1.5 Daptomycin と脂質膜の相互作用測定  
 
 Daptomycin 測定用溶液は 50 mg/L CaCl2 を含んだ  0.5 倍濃度の PBS を用いて
6 ポイント  (8.3, 13, 17, 25, 33, 50 M)の濃度範囲で調製した．また，daptomycin
の溶解度あるいはレスポンス  (RU 値 ) の飽和を考慮して，添加最高濃度を 50 
M に設定した．カルシウム濃度は生体内濃度と同程度とした．Daptomycin 測
定溶液は，マストランスリミテーションを避けるために，流速 30 L/min で 100
秒間  (50 L) 注入した．注入後，ランニング緩衝液を 30 L/min で 700 秒間送
液した．すべての測定は， 25℃  (測定装置内温度 ) で実施した．解離領域の測
定後，脂質膜表面から解離せずに残存した daptomycin を取り除くために 10 L
の 10 mM HCl を 3 回，10 L の  50 mM NaOH を 1 回，流速 30 L/min で注入し
た．以上の一連の操作は，再現性を確認するために 3 回繰り返し実施した．  
 
1.6 データ解析  
 
 Daptomycin-脂質膜相互作用測定により得られた 8.3-50 M のセンサーグラム
から BIA evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグローバルフィッティン
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グにより結合速度定数  (ka1，ka2)，解離速度定数  (kd1，kd2) 及び親和定数  (K) を
算出した．Daptomycin-脂質膜相互作用評価の解析モデルには，two-state reaction 
model (conformation change) を採用した  (第 1 章  第 2 節  第 1 項  1.6 参照 )  33 -35 ,  





第 2 項 結果  
 
2.1 センサーチップへのモデル脂質膜の固定化  
 
 本実験では，モデル脂質膜として 4 種類のリポソーム POPC, POPG, POPG/CL 
及び POPE/POPG を使用した．POPCは哺乳動物細胞膜モデルとして，また POPG, 
POPG/CL はグラム陽性菌細胞膜モデル，POPE/POPG はグラム陰性菌細胞膜モ
デルとして用いた 52 ,  62 )．センサーチップ上に固定化する 4 種のモデル脂質膜が
最適な条件下で安定に固定化できることを確認するために 3 サンプルを測定し
た．4 種のモデル脂質膜に関する平均固定化量  (RU)，標準偏差  (SD) 及び相対
標準偏差  (RSD) をそれぞれ表 6 に示した．これらの結果より，リポソーム固
定化量の平均は POPC 約 11000 RU，POPG, POPG/CL 約 4500 RU，POPE/POPG 約
7000 RU であり，これらの固定化量の相対標準偏差は  9.0 % 未満と良好であっ






表 6. センサーチップへのリポソーム固定化量とその繰り返し精度  
Lipid type 




Mean (n = 3) SD
a
 
POPC 10600 100 0.9 
POPG 4850 430 8.9 
POPG/CL 4310 50 1.2 
POPE/POPG 6920 180 2.6 
a. Standard deviation 





2.2 Daptomycin のモデル脂質膜に対する結合選択性評価  
 
 図 15 (A) 及び図 15 (B) には，50 mg/L CaCl2 を含むランニング緩衝液及び 50 
mg/L CaCl2 を含まないランニング緩衝液を用いた時の，daptomycin の  POPG 及
び  POPG/CL に対する相互作用のセンサーグラムを示した．なお， 50 mg/L 
CaCl2 を含むランニング緩衝液を用いた実験には注入サンプル中にも終濃度 50 















































図 15. Daptomycin のモデル脂質膜との相互作用センサーグラム（ (A)，POPG; 
(B)，POPG/CL）       
   Daptomycin 濃度  : 50 M 
ランニング緩衝液  : (1) 50 mg/L CaCl2 を含んだ 0.5 倍濃度の PBS 
                  (2) 50 mg/L CaCl2 を含まない 0.5 倍濃度の PBS 
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図 16 には daptomycin の POPC, POPG, POPG/CL 及び POPE/POPG に対する相
互作用のセンサーグラムを示した（ 50 mg/L CaCl2 を含むランニング緩衝液使
用）．グラム陰性菌細胞膜を模した POPE/POPG に対する daptomycin の相互作







2.3 Daptomycin とグラム陽性菌細胞膜モデルの相互作用評価  
 
 図 17 (A) 及び図 17 (B) には，センサーチップに固定化した POPG 及び

























図 16. Daptomycin のモデル脂質膜との相互作用センサーグラム（ (1)，POPG; 
(2)，POPG/CL; (3), POPE/POPG; (4), POPC）       
   Daptomycin 濃度  : 50 M 





表 7 には，図 17 に示した 6 濃度  (8.3 - 50 µM) の daptomycin-モデル脂質膜相
互作用の結合速度定数，解離速度定数及び親和定数を示した．繰り返し測定  
(n = 3) により算出した各パラメータの再現性は良好であった．センサーグラム
の解析に用いた解析モデルは，第 1 章  第 2 節と同様に，抗菌薬 -脂質膜または
ペプチド -脂質膜などにおける相互作用解析のこれまでの報告を基に two-state 
reaction model を選択した 33-35 )．  
 
表  7. Two-state reaction model  (conformation change) 解析により得られた  
daptomycin (8.3 - 50 µM) のグラム陽性菌細胞膜モデルに対する相互作用にお
ける速度論的パラメータ及び親和定数  
Lipid type  
k a 1  kd 1  ka 2  kd 2  K 
(1/Ms) (×10
- 3
,  1/s)  (×10
- 4
,  1/s)  (×10
- 4
,  1/s)  (×10
6
,  1/M) 
POPG 1290 ± 500
a
 0.569 ± 0.117 18.3 ± 5.1  7.33 ± 3.29 8.05 ± 1.58 
POPG/CL 2770 ± 1660 1.85 ± 1.14 26.8 ± 12.0  9.08 ± 5.00 6.13 ± 1.33 
a. Mean ± standard deviation (n =3) 
Running buffer: 50 mg/L CaCl2 を含んだ 0.5 倍濃度の PBS  
  



































図 17. Daptomycin のグラム陽性菌細胞膜モデルとの相互作用センサーグラム
（ (A)，POPG; (B)，POPG/CL）       
   Daptomycin 濃度  : 8.3-50 M (8.3, 13, 17, 25, 33, 50 M) 
ランニング緩衝液  : 50 mg/L CaCl2 を含んだ 0.5 倍濃度の PBS 
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 Daptomycin の POPG/CL に対する親和定数は POPG に対する親和定数よりも
少し高いことがわかった．この親和性の違いは，Step 1 の結合速度定数の違い
による影響が最も大きい．POPG の kd1 値が POPG/CL の kd1 値に比べて低いと
いうことは，daptomycin の POPG からの解離が POPG/CL からの解離よりも遅
いということを示している．また， daptomycin は POPG への親和性よりも CL
に対する親和性の方が弱いということが考えられる．  
 図 18 (A) 及び図 18 (B) には，50 mg/L CaCl2 を含まないランニング緩衝液を















































図 18. Daptomycin のグラム陽性菌細胞膜モデルとの相互作用センサーグラム
（ (A)，POPG; (B)，POPG/CL）       
   Daptomycin 濃度  : 8.3-50 M (8.3, 13, 17, 25, 33, 50 M) 
ランニング緩衝液  : 50 mg/L CaCl2 を含まない 0.5 倍濃度の PBS 
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 表 8 には，図 18 に示した 6 濃度  (8.3 - 50 µM) の daptomycin-モデル脂質膜相
互作用の結合速度定数，解離速度定数及び親和定数を示した．Daptomycin の脂
質膜モデルに対する親和定数は，CaCl2 を含むランニング緩衝液を使用した時
の親和定数と比較して低いことがわかった．特に POPG の K 値はカルシウム存
在下における POPG の K 値と比較して， 1/4 の低下が認められた．この 2 つの
測定条件で得られた親和定数の違いは，Step 1 の結合速度定数の違いによる影
響が最も大きい．カルシウムが存在していない条件下での POPG 及び POPG/CL 
に対する kd1 値が，カルシウム存在下での POPG 及び POPG/CL に対する kd1 値
よりも高いということは，カルシウムが存在していない条件下では daptomycin




表  8. Two-state reaction model (conformation change) 解析により得られた  
daptomycin (8.3-50 µM) のグラム陽性菌細胞膜モデルに対する相互作用におけ
る速度論的パラメータ及び親和定数  
Lipid type  
k a 1  kd 1  ka 2  kd 2  K 
(1/Ms) (×10
- 3
,  1/s)  (×10
- 4
,  1/s)  (×10
- 4
,  1/s)  (×10
6
,  1/M) 
POPG 5970 16.2 81.3 22.6 1.89 
POPG/CL
a
 9920 10.6 30.3 10.1 3.76 













前節で論じたように，vancomycin，teicoplanin，erythromycin 及び l inezolid はい
ずれのモデル脂質膜に対しても親和性を示さず，これらの抗菌薬が細菌細胞膜
相互作用に寄与しない薬効メカニズムに基づく事実と符合する結果が得られて









析技術を用いて調べられている 31 ,  66,  67 )．本研究においても，SPR 技術を用いて，
daptomycin のグラム陽性菌細胞膜モデルへの親和性がカルシウム濃度依存的で
あり，カルシウム存在下でのみ，脂質膜への結合が認められることが確認でき
た（図 14）．  






























長，成熟および正常な生理機能に関与している 68 ,  69 )．甲状腺ホルモンには，
L-thyroxine（T4, 図 19）と 3,3’ ,5-triiodo-L-thyronine（T3, 図 19）の 2 種類があ
るが，分泌の中心は T4 で，T3 は血中に存在する甲状腺ホルモン全体の 2 % 程
度である 69 ,  70 )．甲状腺ホルモンとしての活性は，T3 の方が強力であるが，分
泌されてから不活性化され血中から排泄されるまでの時間は，T3 の方が短くな
っている．T4 はヨウ素原子を 1 分子中に 4 つ，T3 はヨウ素原子を 3 つ含み，
T4 は肝臓や腎臓において，酵素によってヨウ素原子が 1 つ脱離して T3 へ変化
する 69)．体内に過剰のエネルギーが存在する場合，T4 から T3 への変化が進み，
逆に飢餓状態の時は変化を減らしてエネルギーを蓄える．T4 には T3 の供給を
























因の 1 つであると考えられている．薬剤による TSH 濃度の増加は，①甲状腺へ
の直接作用（薬剤によって直接甲状腺機能が障害される），②甲状腺ホルモンの
クリアランス亢進（薬剤によって血中甲状腺ホルモン量が一時的に減少する），









甲状腺ホルモンは脂溶性が非常に高いため，血中では 99 % がサイロイドホ
ルモン結合タンパク質と呼ばれる輸送タンパク質に多く結合していることが知
られている 85)．特に，ヒトでは thyroid binding globulin（TBG），ラットでは
transthyretin （TTR）と呼ばれるタンパク質に多く結合していることがわかっ
ている 86 ,  87 )．ヒトでは TTR も存在するが TBG と結合している割合の方が多い
（TTR: 20%, TBG: 75%）．また，T4 と  TTR/TBG との結合を競合的に阻害する
薬剤は，血中の遊離 T4 濃度を上昇させることにより甲状腺機能を亢進させる
結果，甲状腺肥大などの毒性を引き起こすと考えられている 71-78 )．本研究では，
SPR を用いて，薬剤による T4 の TTR/TBG との結合に対する競合阻害能を評価
する分析法を構築した．また，TTR と TBG の阻害程度の違いから甲状腺毒性





     
 
L-Thyroxine (T4)             3,3’ ,5-Triiodo-L-thyronine (T3) 
 
  
図 19. L-Thyroxine (T4) 及び  3,3’,5-triiodo-L-thyronine (T3) の化学構造式  
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第 1 項 実験材料及び方法  
 
1.1 試薬及び溶媒  
 
 本研究で使用した DMSO，蒸留水及び amine coupling kit は第 1 章  第 1 節  第
1 項  1.1 で記載した試薬及び溶媒を使用した． T4, tetraiodothyroacetic acid , 
sodium diclofenac, genistein 及び carbamazepine は Sigma-Aldrich Co. LLC (St. 
Louis，MO，U.S.A.) から購入した．Furosemide は東京化成工業株式会社  (東京 ) 
から購入した． Ibuprofen, リン酸二水素ナトリウム・2 水和物及びリン酸水素
二ナトリウム・12 水和物は和光純薬工業株式会社より購入した．TTR (生物種：
ラット ) は Uscn Life Science Inc. (Texas, U.S.A.) より，TBG protein (生物種：ヒ
ト ) は  MyBioSource (San Diego, CA, U.S.A.) より購入した .  
 
1.2 測定装置及び測定条件  
 
 SPR を用いた分子間相互作用分析装置は  Biacore 3000 を使用し，TTR 及び  
TBG の固定化用センサーチップには  Sensor Chip CM5 を用いた．ランニング緩
衝液には，TTR, TBG の固定化及び  T4 と TTR, TBG との相互作用評価いずれ
についても  100 mM NaCl を含んだ 10 mM リン酸緩衝液  (リン酸二水素ナトリ
ウム・2 水和物及びリン酸水素二ナトリウム・12 水和物混合液 ,  pH 8.5, 以下リ
ン酸緩衝液 ) を使用した．再生溶液には 50 mM NaOH 溶液を用いた．これらの
すべての溶液は用時調製し， 0.22 m のフィルターでろ過後，脱気して使用し
た．  
  
1.3 Transthyretin 及び  thyroxine binding globulin の固定化  (アミンカップリ
ング法 )  
 
Biacore 3000 にセンサーチップを装着した後，流速 5 L/min で EDC/NHS 混
液を 7 分間注入し，センサーチップ表面を活性化させた．その後，流速 10 L/min
で 10 mM 酢酸ナトリウム  (pH 5.0) に溶解させた  TTR (10 g/ml) ，または 10 
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mM 酢酸ナトリウム  (pH 4.0) に溶解させた  TBG (20 g/ml) を 7 分間注入し，
それぞれのタンパク質をセンサーチップ上に固定化した．固定化後，流速 5 
L/min で 1 M ethanolamine hydrochloride (pH 8.5) を 7 分間注入することでセン
サーチップ表面のブロッキングを実施した．  
 
1.4 Thyroxine と transthyretin 及び  thyroxine binding globulin の相互作用測定  
 
 T4 測定溶液は， 10 mM リン酸緩衝液  (pH 8.5) を用い，6 ポイント  (0.156, 
0.313, 0.625, 1.25, 2.50, 5.00 M) の濃度範囲で調製した．また，T4 の溶解度あ
るいはレスポンス  (RU 値 ) の飽和を考慮して，添加最高濃度を 5.00 M に設定
した．T4 測定溶液は，マストランスリミテーションを避けるために，流速 30 
L/min で 100 秒間  (50 L) 注入した．注入後，ランニング緩衝液を 30 L/min
で 300 秒間送液した．すべての測定は， 25℃  (測定装置内温度 ) で実施した．
解離領域の測定後，TTR 及び TBG 表面から解離せずに残存した T4 を取り除く
ために 50 mM NaOH を流速 30 L/min で 5 L 注入した．以上の一連の操作は，
再現性を確認するために 3 回繰り返し実施した．    
 
1.5 薬剤と transthyretin 及び  thyroxine binding globulin の相互作用測定  
 
 薬 剤  (carbamazepine ， diclofenac ， furosemide ， genistein ， ibuprofen 及 び
tetraiodothyroacetic acid) 測定溶液は，10 mM リン酸緩衝液  (pH 8.5) を用い，8
ポイント  (0.156, 0.313, 0.625, 1.25, 2.50, 5.00, 10.0, 20.0 M) の濃度範囲で調製
した．また，薬剤の溶解度あるいはレスポンス  (RU 値 ) の飽和を考慮して，添
加最高濃度を 20.0 M に設定した．薬剤測定溶液は，マストランスリミテーシ
ョンを避けるために，流速 30 L/min で 100 秒間  (50 L) 注入した．注入後，
ランニング緩衝液を 30 L/min で 300 秒間送液した．すべての測定は，25℃  (測
定装置内温度 ) で実施した．解離領域の測定後，TTR 及び TBG 表面から解離せ





1.6 データ解析  
 
 T4-TTR 及び T4-TBG 相互作用測定により得られた 6 濃度のセンサーグラム  
(0.156-5.00 M) を用い，BIA evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグロ
ーバルフィッティングにより結合速度定数  (ka  (1/Ms))，解離速度定数  (kd (1/s)) 
を算出した．T4 と TTR 及び  TBG との相互作用評価の解析モデルには， 1:1 
Langmuir binding model を採用した 87 ,  88 )．また， ka  及び  kd  から解離定数  (KD 
(M)) を kd/ka として算出した．  
 
1.7 Thyroxine と transthyretin 及び  thyroxine binding globulin との結合におけ
る薬剤による競合阻害評価  
 
 薬剤  (0, 2.50, 5.00, 10.0, 20.0 M) を含んだ 10 mM リン酸緩衝液  (pH 8.5) 
をランニング緩衝液として調製した．また， 2.5 M T4 及びランニング緩衝液
と同濃度の薬剤  (0, 2.50, 5.00, 10.0, 20.0 M) を含む混合液を 10 mM リン酸緩
衝液  (pH 8.5) を用いて調製し，測定溶液とした．T4 と TTR 及び TBG との結
合における薬剤による競合阻害の強さを評価するため，TTR 及び  TBG を固定
化したセンサーチップに，測定溶液を流速 30 L/min で 100 秒間  (50 L) 注入
した．   
薬剤による競合阻害の強さは，T4 と薬剤を含む測定溶液のレスポンス (RU) 
の最大値を，薬剤を含まない測定溶液  (T4 のみを含む ) のレスポンス  (RU) の
最大値で除し，100 (%) を乗じることでレスポンス  (RU) の減少率  (decreasing 
rate) として算出した  ([decreasing rate] = [T4 response units] /[T4 response units 
without pharmaceutical] x 100)．また，レスポンス  (RU) の減少率から 50 % 阻
害濃度  (50 % inhibitory concentration, IC 50) あるいは 80 % 阻害濃度  (80 % 






第 2 項 結果  
 
2.1 センサーチップへの transthyretin 及び  thyroxine binding globulin における
固定化の最適化  
 
 本研究の SPR を用いた T4 のサイロイドホルモン結合タンパク質への結合に
おける薬剤の競合阻害能評価において，サイロイドホルモン結合タンパク質に
は TTR 及び TBG の 2 つを用いた．始めに，センサーチップに TTR 及び TBG
を固定化するための緩衝液及びリガンド濃度を検討した．固定化の際に用いる
緩衝液として，10 mM 酢酸ナトリウム緩衝液  (pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5) を検討した．
その結果，TTR を固定化するための緩衝液として 10 mM 酢酸ナトリウム緩衝
液  (pH 5.0) を，TBG を固定化するための緩衝液として 10 mM 酢酸ナトリウム
緩衝液  (pH 4.0) を用いることで，いずれについてもセンサーチップへの固定化
に成功した．また，TTR 及び TBG 濃度はそれぞれ  10 g/mL, 20 g/mL で安定
に固定化できることがわかった．  
 本条件でセンサーチップ上に固定化した TTR 及び TBG における固定化量の
均一性を確認するために，TTR 及び TBG の固定化を異なる日に実施し  (n  = 3)，
得られた固定化量  (RU) から，標準偏差  (SD) 及び相対標準偏差  (RSD) を算
出した  (表  9)．TTR 及び TBG の平均固定化量は約  10000 RU で，これらの固
定化量の相対標準偏差は  5.6 % (TTR)及び  6.1 % (TBG) と精度も良好であり，
センサーチップ上への TTR 及び TBG における固定化の良好な再現性が確認で
きた．  
 
表  9. センサーチップへのTTR及びTBG固定化量とその繰り返し精度  
Ligand type 









 10450 590 5.6 
TBG
d
 10074 609 6.1 
a
 Standard deviation， b  Relative standard deviation  
c




2.2 Thyroxine と transthyretin 及び  thyroxine binding globulin の相互作用  
 
 図 20 には  T4 とセンサーチップ上に固定化した TTR 及び TBG との相互作用
を測定したセンサーグラムをそれぞれ示した．添加した T4 の増加に伴いセン
サーグラムのレスポンスが上昇していることが確認できた．このセンサーグラ









表  10 には，図  20 に示した 6 濃度  (0.156-5.00 µM) の T4 における  TTR 及
び TBG に対する相互作用の結合速度定数，解離速度定数及び解離定数を示した．
繰り返し測定  (n = 3) により算出した各パラメータの再現性は良好であった．
反応速度論的解析の結果，T4 の TTR に対する解離定数は  TBG に対する解離定
数と同程度であることがわかった．しかし，T4 の TTR に対する ka 値，kd  値と
TBG に対する ka 値，kd  値間には違いがみられた．TTR の ka 値及び kd 値は TBG
の ka 値及び kd  値に比べて約 6 倍高いことがわかった．T4 における TTR からの







































図 20. T4 の TTR (A) 及び TBG (B) との相互作用センサーグラム        
   T4 濃度  : 0.156-5.00 M 




表  10. 1:1 Langmuir binding model  解析により得られたT4 (0.156-5.00 µM) の
TTR 及び  TBG に対する相互作用における速度論的パラメータ及び解離定数  


















 15.8±5.4 3.55±0.96 
TBG 7.85±4.04 2.80±0.99 3.76±0.55 
T4, Thyroxine hormone; TTR, Transthyretin; TBG, Tyroxine binding globulin 
a  
Mean ± standard deviation (n  = 3) 
 
 
2.3 薬剤と transthyretin 及び  thyroxine binding globulin の相互作用  
 
 図 21 には  薬剤  とセンサーチップ上に固定化した TTR 及び TBG との相互作
用を測定したセンサーグラムをそれぞれ示した．Tetraiodothyroacetic acid は T4
と TTR 及び TBG との結合に対して強い競合阻害能を示すことが知られており
87)，本結果からも TTR 及び TBG に対して強い結合性が確認できた．
Tetraiodothyroacetic acid 以外の薬剤の TTR あるいは TBG に対する親和性セン
サーグラムのレスポンスは，T4 と TTR あるいは TBG に対する親和性センサー
グラムのレスポンスと比較して，低いことがわかった．Tetraiodothyroacetic acid
以外の薬剤は，添加濃度域を T4 の添加濃度よりも高くしても（図 20），T4 を
添加した時のレスポンスより低いことから（薬剤濃度：20 M，T4 濃度：5 M），
carbamazepine，diclofenac，furosemide，genistein 及び ibuprofen の TTR 及び TBG















2.4  Thyroxine とサイロイドホルモン結合タンパク質との結合における


























































































































































































































Carbamazepine Furosemide Diclofenac 
Genistein Te t ra iod o t hyroace t ic  a c id  Ibuprofen 
Carbamazepine Furosemide Diclofenac 
Genistein Te t ra iod o t hyroace t ic  a c id  Ibuprofen 
TTR 
TBG 
図 21. 薬剤の TTR 及び TBG との相互作用センサーグラム        
   薬剤濃度  : 0.156-20.0 M 
   ランニング緩衝液  : 100 mM NaCl を含んだ 10 mM リン酸緩衝液  
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 T4 とサイロイドホルモン結合タンパク質との結合における diclofenac によ
る競合阻害能評価を実施した．Murk らは T4 をセンサーチップに固定化し，TTR
あるいは TBG と薬剤の混合液を添加することによって競合阻害を評価してい
た 87)．本研究では，始めに TTR 及び TBG を固定化したセンサーチップに試料
溶液中の終濃度 2.5 M T4 と 0, 2.50, 5.00, 10.0 M diclofenac 混合液を添加し，
diclofenac 濃度が増加するに従って T4 の TTR 及び TBG に対するセンサーグラ
ムのレスポンス  (RU) がどのように変化するか確認した  (図 22)．Diclofenac は
T4 と TTR との結合を競合的に阻害することが知られている 71 ,  78,  87 )．そのため，
添加する diclofenac 濃度が増加するに従って，TTR に存在する T4 の結合部位が
占有されるので，T4 の TTR に対するセンサーグラムのレスポンスが低下する
のではないかと考えていた．しかしながら，実際には diclofenac 濃度依存的な，
T4 の TTR に対するセンサーグラムのレスポンス変化は見られなかった  (TTR
に対するレスポンス  : 99 RU [0 M], 99 RU [2.50 M], 101 RU [5.00 M], 110 RU 
[10.0 M]; TBG に対するレスポンス : 61 RU [0 M], 51 RU [2.50 M], 55 RU 














































  0  M  
2 . 5 0  M  
5 . 0 0  M  
1 0 . 0  M  
(A) (B)   0  M  
2 . 5 0  M  
5 . 0 0  M  
1 0 . 0  M  
図 22. T4 と diclofenac 混合液の TTR (A) 及び TBG (B) との相互作用センサーグ
ラム       
   T4 濃度  (試料溶液中の終濃度 ) : 2.50 M 
Diclofenac 濃度  (試料溶液中の終濃度 ) : 0, 2.50, 5.00, 10.0 M 




次に，0, 2.50, 5.00, 10.0, 20.0 M diclofenac を含んだリン酸緩衝液をランニン
グ緩衝液として用い，TTR あるいは TBG が固定化されたセンサーチップに T4 
(2.5 M) を添加することによって競合阻害が確認できないか検討した．その結
果，ランニング緩衝液に含まれる diclofenac 濃度の増加に伴って，T4 の TTR
に対するセンサーグラムのレスポンスが低下することがわかった  (図 23)．一方
で，T4 の TBG に対する相互作用センサーグラムのレスポンスは，ランニング
緩衝液に含まれる diclofenac 濃度が増加しても，同程度であった．この方法は
diclofenac と共存した TTR あるいは TBG の条件をつくることによって，











Diclofenac 単独における TTR 及び TBG への親和性結果から  (図 21)，5 M 
diclofenac 添加における相互作用センサーグラムのレスポンスは約 40 RU (TTR) 
及び 20 RU (TBG) であった．また，センサーグラムから diclofenac の TTR 及び





































(A) (B)   0  M  
2 . 5 0  M  
5 . 0 0  M  
1 0 . 0  M  
2 0 . 0  M  
  0  M  
2 . 5 0  M  
5 . 0 0  M  
1 0 . 0  M  
2 0 . 0  M  
図 23. T4 (+ランニング緩衝液と同濃度の diclofenac) の TTR (A) 及び TBG 
(B) との相互作用センサーグラム        
   T4 濃度  (試料溶液中の終濃度 ) : 2.50 M 
ランニング緩衝液  : 100 mM NaCl 及び diclofenac (0, 2.50, 5.00, 10.0, 20.0 
M) を含んだ 10 mM リン酸緩衝液  (pH 8.5) 
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ているため )．一方で， 5 M T4 を TTR 及び TBG に添加した時の相互作用セン
サーグラムのレスポンスは約 60 RU (TTR) 及び 110 RU (TBG) であった  (図 20)．
Diclofenac に対して，T4 では TTR 及び TBG に対する結合は比較的遅い解離で
あることが確認できた．つまり，T4 の TTR 及び TBG への親和性は diclofenac
の TTR 及び TBG に対する親和性よりも非常に強いということが示唆される．
T4と diclofenac混合液の TTRとの相互作用センサーグラムのレスポンスが， T4
単独と TTR との相互作用センサーグラムのレスポンスと同程度であったのは  
(図 22)，T4 の TTR に対する親和性が diclofenac の TTR に対する親和性に比べ
て非常に強いためだと考えられる．Diclofenac を含んだランニング緩衝液を用
いることによって，diclofenac 濃度依存的に T4 の TTR に対するセンサーグラム
のレスポンスが低下することから  (図 23)，T4 の競合阻害を評価するためには，
TTR あるいは TBG を diclofenac (薬剤 ) と常に共存させた条件下におく必要が
あると考えられる．  
図 24 には TTR 及び TBG に対する T4 レスポンスの減少率と diclofenac 濃度
との関係を示した．また，diclofenac による TTR 及び TBG に対する T4 レスポ
ンスの減少率  (図 24) から， IC50  を求めた  (表 11)．算出した IC50 値の再現性
は良好であった  (n = 3)．TTR に対する diclofenac の IC50 値は  6.4±3.6 M で
あった．一方，TBG に対する diclofenac の IC50 値は，diclofenac 濃度の増加  (2.50 
- 20 M) による TBG に対する T4 レスポンスの減少がみられなかったので  20 
M 以上であった．Diclofenac による T4 と TTR との結合における競合阻害の度
合いは，T4 と TBG との結合における競合阻害の度合いよりも強いことが知ら




































































図 24. Diclofenac による TTR (A) 及び TBG (B) に対する T4 レスポンスの減
少率  (n = 3)       
   T4 濃度  (試料溶液中の終濃度 ) : 2.50 M 
ランニング緩衝液  : 100 mM NaCl 及び diclofenac (0, 2.50, 5.00, 10.0, 20.0 
M) を含んだ 10 mM リン酸緩衝液  (pH 8.5) 
減少率  = [T4 レスポンス (RU)]/[ランニング緩衝液に diclofenac を  
含まない T4レスポンス (RU)] x 100 
   [T4 レスポンス (RU)] : Diclofenac (2.50, 5.00, 10.0, 20.0 M) を含むランニ
ング緩衝液を用いて算出した T4 の TTR あるいは
TBG に対する相互作用センサーグラムのレスポン
ス．  
 [ランニング緩衝液に diclofenac を含まない T4 レスポンス (RU)] : 
diclofenac を含まないランニング緩衝液を用いて算




表  11. Diclofenac による 50 % 阻害濃度の算出  (n  = 3)  








TTR, Transthyretin; TBG, Tyroxine binding globulin  
a  
50% inhibition concentration  
b 





 表 12 には TTR 及び TBG に対する  tetraiodothyroacetic acid，diclofenac，
genistein， ibuprofen， carbamazepine 及び furosemide による T4 レスポンスの減
少率から算出した IC5 0 あるいは IC80 値を示した．また，表 12 には他の方法か
ら算出した TTR 及び TBG に対する tetraiodothyroacetic acid，diclofenac，genistein，
ibuprofen，carbamazepine 及び furosemide における競合阻害能（ relative potency, 
RP）を記載した．RP 値は，T4 による IC50 と薬剤による IC50 の比から算出され  
(IC50  (T4)/IC50 (薬剤 ))，薬剤による T4 とサイロイドホルモン結合タンパク質と
の結合における競合阻害の強さを示している．  
 Tetraiodothyroacetic acid は評価した薬剤の中で，T4 と TTR 及び TBG 両方と
の結合に対して最も強い競合阻害能を持つ  (IC50  < 2.5 M)． IC80 値を算出する
ことができ，TTR に対しては 4.0 M，TBG に対しては 11 M であった．また，
tetraiodothyroacetic acid の T4 と TTR 及び TBG との結合に対する RP 値におい
ても評価した薬剤の中で最も高い値を示していることがわかった 87 ,  89 ,  90 )．さら
に， tetraiodothyroacetic acid の TTR に対する IC80 値は TBG に対する IC80 値よ
りも小さいことが確認できた．これは， tetraiodothyroacetic acid の TTR に対す





表  12. Tetraiodothyroacetic acid，diclofenac, genistein， ibuprofen，carbamazepine 
及び  furosemide による 50 % (あるいは80%) 阻害濃度の算出  (n  = 3) 





TTR Tetraiodothyroacetic acid  
<2.5 





,  11.5 
89)
 
 Diclofenac 6.4 0.02 
87)
,  0.02 
71)
 
 Genistein 7.9 0.4 
87)
 





 Carbamazepine >20 NC 
87)
 
 Furosemide >20 NC 
87)
,  NC 
71)
 
    
TBG Tetraiodothyroacetic acid  
<2.5 





,  0.4 
90)
 
 Diclofenac >20 0.01 
87)
,  0.00039 
71)
 
 Genistein >20 NC 
87)
 
 Ibuprofen >20 NC 
87)
 
 Carbamazepine >20 NC 
87)
 
 Furosemide >20 NC 
87)
,  0.0011 
71)
 
TTR, Transthyretin; TBG, Tyroxine binding globulin  
a
 50% inhibition concentration 
b
 80% inhibition concentration  
c  




 Genistein による T4 と TTR との結合に対する IC50 値は 7.9 M で，T4 と TBG
との結合に対する IC50 値は 20 M 以上であった．Genistein 及び diclofenac の
T4 と TTR との結合に対する IC50 値は tetraiodothyroacetic acid よりも高い値を




 Ibuprofen， carbamazepine 及び furosemide は T4 と TTR 及び TBG との結合に
対して競合阻害しないことが知られている 71 ,  87 )．本結果においても T4 と TTR
及び TBG との結合に対する IC50 値は 20 M 以上であった．これらのことから，
本評価系結果から算出された IC50 値が 20 M 以上の薬剤は T4 の競合阻害によ
る甲状腺毒性の危険性が少ないのではないかと考えられる．  
 本 SPR 評価系を用いることによって，薬剤による T4 と TTR 及び TBG に対







第 3 項 考察  
 TTR 及び TBG のセンサーチップの固定化及び T4 の TTR あるいは TBG に対
する解離定数算出において，良好な再現性が確認できた  (図  20, 表 9, 10)．ま
た，薬剤  (tetraiodothyroacetic acid，diclofenac, genistein，ibuprofen，carbamazepine
及び furosemide) による T4 とサイロイドホルモン結合タンパク質  (TTR, TBG) 
との結合に対する競合阻害能を評価することができた  (図 23, 24, 表 11, 12)．
本研究では TTR 及び TBG の固定化用センサーチップに  Sensor Chip CM5 を用
い，アミンカップリング法によって固定化したが，ストレプトアビジンがコー
トされた Sensor Chip SA を固定化用センサーチップに用いてビオチン化した
TTR を固定化した実験も報告されている 91 )．そこで，実際に Sensor Chip SA に
ビオチン化 TTR を固定化し，T4 のビオチン化 TTR に対する親和性を評価した  
(ビオチン化 TTR の固定化量は 1400 RU 前後を示した )．T4 のビオチン化 TTR
に対するセンサーグラムのレスポンス  (RU) は，Sensor Chip CM5 を用いたア
ミンカップリング法によって固定化した TTR に対するセンサーグラムのレス
ポンス  (RU) と同程度の値を示した．しかしながら，T4 のビオチン化 TTR に
対するセンサーグラムのレスポンス  (RU) における再現性は，アミンカップリ
ング法に比べて低かったので，TTR 及び TBG の固定化には Sensor Chip CM5 を
用いた，アミンカップリング法を採用した．  
 T4 の TTR に対する解離定数は 0.003-1.28x10 -7  M ということが知られている
92)．本 SPR 評価系から得られた T4 の TTR に対する解離定数は 3.55x10 -7  M で
あり，近い値が算出されている．また，ラジオイムノアッセイ  (125I 標識  T4) を
用いて算出した T4 の TBG に対する解離定数は 0.37x10 -7  M ということが知ら
れており 93 )，本評価系から得られた T4 の TBG に対する解離定数  (3.76x10 -7  M) 
と同程度の値が算出されている．  




TTR の方が起こりやすいという結果が得られた  (表 12)．T4 の TTR に対する親
和性における kd 値は，T4 の TBG に対する親和性における kd 値よりも高いこと
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がわかっており  (表 10)，T4-TTR 複合体を維持しにくいことが，薬剤の T4 と
TTR との結合に対する競合阻害が T4 と TBG との結合に対する競合阻害よりも
起こりやすい原因の一つなのかもしれない．また，本結果からラットでは
genistein 及び diclofenac によって T4 と TTR との結合が阻害され血中の T4 クリ
アランスの亢進が引き起こされると予想されるが，ヒトでは T4 は主に TBG と
結合するため，genistein 及び diclofenac による血中の T4 クリアランスの亢進は
引き起こされないのではないかと考えられる．  















第 4 項 小括  
 SPR を用いて，TTR 及び TBG のセンサーチップの固定化及び T4 の TTR ある
いは TBG に対する解離定数算出において，良好な再現性が確認できた．また，
薬剤  (tetraiodothyroacetic acid，diclofenac, genistein， ibuprofen， carbamazepine
及び furosemide) による T4 とサイロイドホルモン結合タンパク質  (TTR, TBG) 
との結合に対する競合阻害能を評価する分析法を構築することができた．さら
に SPR を用いて，T4 と TTR あるいは TBG に対する薬剤の競合阻害能を IC50
あるい IC80 として求め，薬剤の競合阻害能の強弱が評価できた．また，既報の
論文から得られた薬剤の阻害活性能は SPRにおける評価結果とほぼ同等であっ










SPR を利用した分子間相互作用解析装置を用いて，抗菌薬の lipid II への結合
特性評価を目的に， vancomycin とその類似化合物の lipid II 末端ジペプチドリ
ガンド類  (D-alanyl-D-alanine や D-alanyl-D-lactate など ) に対する親和性評価系
を構築した．また，teicoplanin, erythromycin 及び linezolid の lipid II 末端ジペプ
チドリガンド類への親和性並びに結合選択性を評価し，以下の知見を得た．    
 
1) Vancomycin の lipid II 末端ジペプチドリガンド類に対する結合選択性を
評価した結果，D-alanyl-D-alanine リガンドに選択的な結合を示した．  
 
2) Lipid II 末端ジペプチドリガンド類のセンサーチップへの固定化及び評
価した抗菌化合物の lipid II に対する結合定数算出において，良好な再現
性を確認できた．  
 
3) Vancomycin モノマーの結合定数と MIC 値を比較したところ，ほぼ符合す
る結果が得られることがわかった．  
 
4) Teicoplanin, erythromycin 及び linezolid のジペプチドリガンド類への親和
性 を 評 価 し た 結 果 ， teicoplanin の み が D-alanyl-D-alanine 及 び














できた．   
 




















3) モデル脂質膜のセンサーチップへの固定化及び daptomycin のグラム陽性
菌細胞膜に対する親和定数算出において，良好な再現性を確認できた．  
 






1) TTR あるいは TBG のセンサーチップへの固定化及び T4 の TTR あるいは
TBG に対する解離定数算出において，良好な再現性が確認できた．   
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